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Mikroskopisch-chemischer Nachweis 
einer Nucleinsiure vom Typus der Thymonucleinsaéure und 
die darauf beruhende elektive Farbung von Zellkernen 
in mikroskopischen Priparaten. 
Von 


R. Feulgen und H, Rossenbeck. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Giefen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Dezember 1923.) 





Als in den sechziger Jahren des vorigen Jahrhunderts 
Miescher im Laboratorium F. Hoppe-Seylers aus dem 
Kiter die Eiterzellen isoliert hatte, sagte er in seiner Arbeit: 
yHin aus reinen Zellen bestehendes Material wie das vor- 
liegende muBte vor allem dazu einladen, die Frage nach der 
chemischen Konstitution der Zellkerne einmal ernstlich in 
Angriff zu nehmen.* Mit diesen Worten inaugurierte er ein 
neues Gebiet der physiologischen Chemie, nimlich die Chemie 
des Zellkerns. Schon Miescher stellte aus den von ihm 
isolierten Kernen der Hiterzellen einen phosphorreichen Stoff 
dar, den er ,Nuclein* nannte, aber erst den klassischen 
Forschungen Kossels blieb es vorbehalten, diesen neuen Stoff 
weitgehend aufzukliren. Eine ganze Reihe neuer stickstoff- 
haltiger Kérper der Purin- und Pyrimidinreihe isolierte er aus 
den Spaltungsfliissigkeiten der Nucleine bzw. der Nuclein- 
sauren. 

Kossels Schiller, Steudel, brachte Licht in das genuine 
Vorkommen der stickstoffhaltigen Bausteine der Thymonuclein- 
siure: nach ihm sind im Molekiile priformiert vorhanden die 
Purine Guanin und Adenin, sowie die Pyrimidine Cytosin und 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXXV. 14 
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Thymin, wahrend die auch sonst gefundenen Purine Xanthin und 
Hypoxanthin sowie der Pyrimidinkérper Urazil erst sekundiy 
durch die desamidierende Wirkung der bei der Hydrolyse be. 
nutzten Siuren aus den genuinen Bausteinen hervorgehen. Nach 
Steudel kommen ferner die Phosphorsiure- und Kohlenhydrat. 
gruppen nebst den vier stickstoffhaltigen Baustoffen im mole. 
kularen Verhaltnis vor, so daB wir im ganzen 4 Phosphor. 
siuremolekiile, 4 Kohlenhydratkomplexe und jene vier stickstoff- 
haltigen Bausteine annehmen miissen. Diese Ansichten des 
genannten Forschers bilden heute die Grundlagen unserer 
Kenntnisse von der Thymonucleinsaure. | Uber die Kohlen. 
hydratgruppen der Nucleinsiuren wissen wir nur von den 
pentosehaltigen Nucleinsiuren (Hefenucleinsaure, Tritikonucleiu- 
sdure, Guanylsiure, Inosinsiure) Genaues. Hier kommt nach 
den verdienstvollen Arbeiten von P. A. Levene die d-Ribose 
vor, wahrend iiber die kohlenhydratihnlichen Komplexe der 
Thymonucleinsiure noch wenig bekannt ist. 

Gegeniiber diesen Fortschritten in unseren Kenntnissen 
der Nucleinséuren beziiglich ihrer chemischen Konstitu- 
tion ist bisher ein Gebiet ganz in den Hintergrund getreten, 
nimlich jener Komplex von Fragen, die sich um das bio- 
logische Vorkommen der einzelnen Nucleinsiuren in den 
Kernen, in den Organen und in den verschiedensten Orga- 
nismen (im allerweitesten Sinne) drehen. Was fiir eine 
Nucleinsiure kommt beispielsweise in einem ganz bestimmten 
Individuum, etwa in einem im Mikroskop eingestellten In- 
fusorium vor? Was fiir eine Nucleinsiiure ist in den Kernen 
der Langerhansschen Zellinseln oder in einer anderen 
ganz bestimmten Zelle eines komplizierten Organs vorhanden’? 
Dariiber auch nur eine Vermutung auszusprechen, wire zurzeit 
ganz unmdglich. 

Das Zuriicktreten solcher Probleme ist nicht auf ihre 
mindere Wichtigkeit zuriickzufiihren, sondern vielmehr dem 
Umstande zuzuschreiben, daB wir bisher keine zulinglichen 
Methoden zu ihrer Inangriffnahme besitzen. Wenn nimlich 
mit den bisherigen Methoden der physiologischen Chemie die 
Bestandteile der Zellkerne erforscht werden sollen, so ist 
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or allem eine geniigende Menge Material, dessen Beschaffung 
‘+, den allermeisten Fallen ausgeschlossen ist, notwendig, 
yweitens ware es eigentlich erforderlich, die Kerne zunichst 
als solche zu isolieren; denn wenn man ein komplexes Gewebe 
jirekt verarbeitet, hat man ja keinerlei Gewihr, daB Stoffe, 
jie man aus den Organen dargestellt hat und in denen man 
yNucleinstofie“ vermutet, auch wirklich in den Kernen vor- 
kommen. Leider ist eine Isolierung der Zellkerne nur in ganz 
venigen Fiillen méglich. Drei Objekte allein eignen sich hierzu, 
nimlich erstens die Eiterzellen, deren protoplasmatische An- 
elle beim Behandeln mit Pepsinsalzsiiure gelést werden, 
yweitens kernhaltige Erythrocyten (z. B. von Ginsen, Hiihnern), 
Jie beim Suspendieren in Wasser aus osmotischen Griinden 
der Himolyse anheimfallen, wihrend die Kerne und Stromata 
als einzige korpuskulire Elemente zuriickbleiben, und drittens 
Spermatozoen, von denen die Histologen gelehrt haben, dab 
ihre Képfe nichts weiter sind als umgewandelte Zellkerne. 
Insbesondere sind die Spermien der Fische (,,Fischmilch“) 
leicht in gréBeren Mengen zu gewinnen, und beim Schiitteln 
mit viel Wasser und event. Ansduern mit Essigsiure lésen 
sich die Schwinze auf, wihrend die Kerne zuriickbleiben. 
Das sind, wie erwahnt, die einzigen Objekte, aus denen bisher 
Kerne frei von anderen Zellbestandteilen dargestellt worden 
sind. Zwar hat man Nucleinstoffe auch aus (wenn auch nicht 
gerade zahlreichen) Organen des Tier- und Pflanzenreiches 
erhalten, doch fehlt in allen diesen Fallen ein letzter Beweis, 
da8 sie hier auch wirklich in den Kernen vorkommen, und 
lediglich die chemische Analogie der aus den Geweben 
dargestellten Nucleinstoffe mit den aus isolierten Kernen 
gewonnenen hat zu dieser Anschauung gefiihrt. Der Beweis 
ist also ein Analogieschlu8. Gegen einen solchen ist nun 
useres Erachtens so lange nichts einzuwenden, als die aus 
einem Gewebe gewonnene Nucleinsdure mit jener in den obigen 
3 Fallen aus wirklich isolierten Kernen dargestellten Nuclein- 
siure identisch ist. Diese Voraussetzung fehlt aber 
bei der Nucleinsiure der Pflanzen. Hier liegen die 


Verhiltnisse ganz besonders schwierig, da es noch niemals 
14* 
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gelungen ist, aus Pflanzen Kerne in einer fiir die priparatiye 
und analytische Bearbeitung hinreichenden Menge zu isolierey, 
Die aus Pflanzen bisher dargestellte Nucleinsiure ist die 
Hefenucleinsaiure, die man sowohl aus niederen (Hefe) als 
auch héheren Pflanzen (Weizenkeime) dargestellt hat. Die 
Hefenucleinsiure ist aber von der tierischen (Thymonuclein- 
siure) verschieden (s. S. 210); trotzdem hat man den Schluf 
gezogen, daB die Hefenucleinsiure ebenfalls in den pflanzlichen 
Kernen vorkomme. Man hat sie auch als_,,pflanzliche« 
Nucleinséiure bezeichnet und damit in einen gewissen bio- 
logischen Gegensatz zur tierischen Nucleinsaure gestellt. Diese 
Vorstellungen bilden die Grundlage unserer Anschauungen 
iiber das Vorkommen der Nucleinsiiuren; sie kénnen aber, wie 
wir zeigen wollen, nicht mehr aufrecht erhalten werden. 

Es fehlt bisher eine Methode zum mikroskopisch- 
chemischen Nachweis einer Nucleinsaiure. Zwar steht 
eine groBe Zahl namhafter Forscher auf dem Standpunkte, 
daB die Anfarbbarkeit des Zellkernes mit basischen Farb- 
stoffen auf das Vorhandensein von Nucleinsiure als saures 
Prinzip zuriickzufihren ist (Salzbildung), doch kann man diese 
,Basophilie“ des Zellkernes nicht als einen Nachweis einer 
Nucleinsiure im chemischen Sinne bezeichnen. Wir kennen 
histologische Elemente, die sich ebenfalls stark basophil ver- 
halten, obgleich sie keine Nucleinsiuren beherbergen (z. B. 
Schleim, Dottersubstanz der Kier, Knorpelgewebe u. a.), und 
auch die ,basophilen Granula“ einiger Leukocyten seien in 
diesem Zusammenhange erwihnt. 

Vor allem aber ist die Anfairbbarkeit des Zellkernes nichts 
absolut Elektives, nicht etwas, was den Kern absolut vom 
Protoplasma unterscheidet. Man kann nimlich, wenn man nur 
will, wohl mit allen basischen Farbstoffen ein mikroskopisches 
Praparat ,,jiberfarben“, so daB auch das Protoplasma oder 
andere Elemente als die Kerne Farbstoff annehmen. Man tut 
dieses zwar nicht, oder ,,differenziert“ nach dem Uberfarben. 
Aber die Auswahl einer bestimmten ,,Gradation“ (im photo- 
graphischen Sinne) ist doch etwas Willkiirliches, etwas, was 
in dem Belieben des Operateurs steht und ‘nichts Absolutes. 
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Wir tun es, um den Zellkern als morphologisches Gebilde 
yom Protoplasma abzuheben. Die Anfarbbarkeit des Zell- 
kernes mit basischen Farbstoffen ist also in Wirklichkeit gar 
nicht elektiv im strengeren Sinne, und aus diesem Grunde 
auch als mikroskopisch-chemischer Nachweis von Nucleinsiuren 
im strengen chemischen Sinne nicht zu gebrauchen. Tatsichlich 
wird das Resultat einer Anfairbung mit basischen Farbstoffen 
in der Praxis auch niemals derart ausgewertet. Wenn bei- 
spielsweise in einem histologischen Priparate durch einen 
basischen Farbstoff auch das Protoplasma sich mehr oder 
weniger farbt, -so wiirde niemand daraus den SchluB ziehen, 
daB nun im Protoplasma Nucleinsiuren vorkamen, und 
doch miBte man zu diesem und keinem anderen Schlusse 
kommen, wenn die Basophilie des Zellkernes wirklich einen 
mikroskopisch-chemischen Nachweis einer Nucleinsiure ge- 
statten wiirde. 

Erschwerend kommt noch hinzu, daB die Anfarbbarkeit 
mit basischen Farbstoffen sehr verschieden stark ausgesprochen 
ist, gibt es doch Kerne, die sich nur schwierig farberisch dar- 
stellen lassen. 

Bekanntlich erweisen sich die Zellkerne als verhaltnis- 
mibig resistent gegeniiber Pepsinsalzsdure, und dieses Verhalten 
ist von Lilienfeld zu einem mikrochemischen Nachweis von 
Nucleinen benutzt worden. Aber schlieBlich ist die ,,Nicht- 
verdaulichkeit* einer Substanz in vitro doch nichts besonders 
Charakteristisches, und beziiglich der Verwendung dieser Higen- 
timlichkeit zum mikrochemischen Nachweis von Nucleinen sei 
daran erinnert, daB auch das Casein beim Behandeln mit 
Pepsinsalzsiure eine in Wasser schwer, in Alkali leicht lés- 
liche Séure hinterlaBt, ein Umstand, der ja diesem Casein- 
derivat ebenfalls die Bezeichnung ,,Nuclein“ eingetragen hatte, 
bis es Kossel gelungen war, die charakteristischen Unter- 
schiede zwischen diesen beiden Nucleinen aufzufinden, und 
man von da ab das ,,echte Nuclein* der Zellkerne von dem 
»Pseudonuclein* des Caseins scheiden lernte. 

Aber selbst wenn die eine oder andere Methode einen sicheren 
nikroskopisch-chemischen Nachweis gewiahrleisten wiirde, so 








oat 1S paises oR 


POG ee. 








208 R. Feulgen und H. Rossenbeck, 


stinde immer noch die Frage offen, was fiir eine Nucleinsiuy 
vorliegt, da es deren mehrere verschiedene gibt. 

Die Histologen nennen alles, was mit Farbstoffen im Zell. 
kern anfirbbar ist, ,Chromatin“, aber dieser Bezeichnung 
kommt nicht etwa eine chemische Bedeutung zu, sie ist viel. 
mehr nur ein Begriff, der sich aus der Farbepraxis des Histo. 
logen ergeben hat, und entstanden aus dem Bediirfnis, dem, 
was man im mikroskopischen Praiparate angefarbt sieht, eine, 
Namen zu geben. 

Diese in chemischem Sinne geringe Spezifitit der bis. 
herigen Kernfairbemethoden nimmt man stillschweigend iy 
Kauf, und die Unvollkommenheit, die schon im Prinzip be. 
griindet ist, hat die Biologen nicht abschrecken kénnen und 
diirfen, die Farbemethoden der Zellkerne bis ins feinste z 
entwickeln, aber aus den AuBerungen zahlreicher Forscher 
spricht immer wieder die Sehnsucht nach einer ¥arbemethode, 
die auf einer spezifischen und dabei leicht itibersehbaren 
chemischen Reaktion beruht, 

Es ist uns nun gelungen, Nucleinsiuren bestimmter Art au 
Grund eines fiir sie charakteristischen chemischen Verhaltens 
mikroskopisch-chemisch nachzuweisen, und es sei hier z- 
vorderst Gelegenheit genommen, die natiirlichen Grenzen einer 
solchen Methode scharf zu umreifen. Ist eine Reaktion iiber- 
haupt denkbar, die eine Nucleinsiure als ein ganz be- 
stimmtes Individuum identifizieren kann? Diese Frage 
ist, wenn sie in dieser Form gestellt wird, zu verneinen 
Eine Nucleinsiure hat keine markanten iuBeren Merkmale 
(etwa eine charakteristische Ionenreaktion), die zu _ einem 
Nachweise, insbesondere einem mikroskopisch-chemischen, be- 
nutzt werden kénnte. Aber auch ihr Verhalten gegeniiber 
Kingriffen organisch-chemischer Natur kann zu einer solchet 
Methode nicht fihren. Nucleinsaiuren sind nimlich zusam men- 
gesetzte Kérper, welche die verschiedenartigsten Bausteint 
im Molekiil vereinigen; und wenn es eine ,,Reaktion“ geben 
sollte, an der man etwa die Thymonucleinsiure absolut sicher 
erkennen will, so miBte dies eine Reaktion sein, die zugleich 
simtliche Bausteine dieser Nucleinsiure, also Phosphorsiure, 
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die Kohlenhydratgruppen, Guanin, Adenin, Cytosin und Thymin 
nachzuweisen gestatten wiirde. Eine solche Reaktion ist 
chemisch nicht denkbar. Wohl aber sind Reaktionen — auch 
mikroskopisch-chemischer Natur — denkbar, an denen man 
bestimmte Bausteine erkennen kann, wofern die Reaktionen 
charakteristisch fiir die Bausteine sind, und je charakteristischer 
die Bausteine und ihre Reaktionen, um so wertvoller die 
Methode. 

Nun hatte Feulgen') schon vor lingerer Zeit einige 
Reaktionen der tierischen Nucleinsiure (Thymonucleinsiure) 
aufzefunden, die auBerordentlich eindeutig waren, da sie sonst 
in der Biochemie iiberhaupt nicht oder doch nur sehr selten 
vorkommen. Auf diese Reaktionen griindet sich ein Kin- 
teilungsprinzip der Nucleinsiuren, wie es_ kirzlich von 
Feulgen?) aufgestellt worden ist, und auf einer dieser Reak- 
tionen beruht der mikrochemische Nachweis der Thymo- 
nucleinsiure. 


Die Grundlagen der Methode. 


Schon Steudel hat seit langem nachgewiesen, daB die 
Thymonucleinsiure nach Spaltung, z. B. mit kalter Salpeter- 
siure, imstande ist, Fehlingsche Lésung zu reduzieren, indem 
hierbei vor allem die Purinkérper abgespalten werden. Diese 
Abspaltung der Purine ist bei der Thymonucleinsaure sehr 
viel leichter méglich, als der analoge Vorgang bei der Hefe- 
nucleinsiure.?) Wird diese partielle Hydrolyse quantitativ bis 
zu Ende durchgefiihrt, so entsteht die zuerst von Kossel 
und Neumann‘) dargestellte Thyminsiure, welche nach 
Steudel und Brigl®) noch Thymin und Cytosin im Kern 
enthalt. Die reduzierenden Gruppen der Thyminsiure wurden 





 R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 92, 8S. 154 (1914); Bd. 100, S. 241 
(1917), 

*) R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 123, S. 197 (1922). 

5) R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 128, S. 159 (1923). 

*) A. Kossel und A, Neumann, Diese Zs. Bd. 22, S. 80 
(1896/97). 

5) H. Steudel und P. Brig], Diese Zs. Bd. 70, S. 398 (1911). 
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von Feulgen sowie von Feulgen und Landmann!) genaney 
untersucht. 

Nach Feulgen unterscheidet sich nun die Thymonucleip. 
siure in folgender Weise von ihren pentosehaltigen Verwandten 
(Hefenucleinsiiure, Guanylsiure, Inosinsiure): 

1. Taucht man einen Fichtenspan in die bei der par. 
tiellen sauren Hydrolyse entstandene Fliissigkeit oder in eine 
Lésung von isolierter Thyminsiure, und setzt den so getrinkten 
Stab Salzsiurediimpfen aus, so farbt er sich griin. Pentose. 
haltige Nucleinsiuren geben diese Reaktion nicht. Allgemein 
ist eine solche Reaktion unter dem Namen ,,Griine Fichten. 
spanreaktion“ bekannt, und sie deutet nach unseren augen- 
blicklichen Kenntnissen auf das Vorhandensein eines Furan- 
oder partiell hydrierten Furanringes hin. Da Phosphorsiure 
und die stickstoffhaltigen Bausteine eine solche Reaktion nicht 
geben, so kann sie nur auf die kohlenhydratihnlichen Kon- 
plexe zuriickgefiihrt werden. Ké6rper, die sich ahnlich ver- 
halten, sind zurzeit in der Biochemie noch nicht bekannt. 
Die Reaktion ist also von groBer Eindeutigkeit. 

2. Die durch den oben erwahnten hydrolytischen Eingriff 
freigewordenen reduzierenden Gruppen verhalten sich ganz 
anders als die der gewdhnlichen Zucker, einschlieBlich der 
Pentosen, denn die Thyminsiure (bzw. die Hydrolysentfliissig- 
keit der Thymonucleinsiure) gibt eine iiberaus kriftige Reak- 
tion mit fuchsinschwefliger Siure, einem Reagens, das in 
der organischen Chemie zur Erkennung echter Aldehyd- 
gruppen dient (Reaktion von Schiff, 1866). Man stellt sich 
dieses Reagens dar, indem man SO, in eine Lésung von 
Fuchsin einleitet, bis zur Entfirbung stehen la8t und dann 
den Uberschu8 der schwefligen Siure durch Evakuieren ent- 
fernt,”) 





1) R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 101, S. 296 (1918). — R. Feulgen 
und G. Landmann, Diese Zs. Bd. 102, 8S. 262 (1918). 

*) Es sei hier daran erinnert, daB das Fuchsin in der Biologie auch 
manchmal mit Natriumsulfit bei alkalischer Reaktion entfirbt wird, 
so bei der Herstellung des Endo-Agars in der bakteriologischen Praxis. 
Dieser Vorgang der Entfiirbung ist nicht zu verwechseln mit der abn- 
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Die sehr schwierigen Verhiltnisse bei der fuchsinschwefligen 
Siure und bei ihrer Reaktion mit Aldehyden sind neuerdings 
yon Wieland und Scheuing?) weitgehend aufgeklirt worden. 
Beim Kinleiten von SO, in Parafuchsinlésung entsteht zuerst 
die Parafuchsin-leukosulfonsiiure, welch letztere sich mit einem 
weiteren Molekiil schwefliger Siure unter Bildung einer N- 
Sulfinsiure [R Nc S0,H 
der fuchsinschwefligen Siure reagiert mit Aldehyden unter 
Bildung eines schénen violetten Farbstoffs, und die groBe 
Firbekraft dieses Farbstoffs macht die Reaktion zu einer sehr 
empfindlichen, die, zuamal wegen ihrer groBen EKindeutigkeit, eine 
der geschitztesten Methoden zum Nachweis von Aldehyden ist. 
Es handelt sich also hier um die Synthese eines neuen Farb- 
stofles und nicht etwa um eine Regeneration des Fuchsins; 
der Farbstoff ist auch blaustichiger als das Fuchsin. Die 
fuchsinschweflige Saiure ist farblos bzw. schwach gelb gefirbt, 
ist also kein ,,Farbstoff*, sondern ein ,,Reagens*. Die Reaktion 


verbindet. Dieses wirksame Prinzip 


ist, wie Wieland und Scheuing sagen, ,,eins der untriiglichsten 


Erkennungsmittel fiir die Aldehydgruppe“, denn nur freies 


| Brom gibt eine ahnliche Reaktion. 


Nach dem augenblicklichen Stande unserer Kenntnisse 


missen wir also annehmen, daB die reduzierenden Gruppen, 
' welche durch die milde partielle saure Hydrolyse der Thymo- 
' nucleinséure frei werden, echte Aldehydgruppen sind. Hierfiir 
| Sprechen auch andere Beobachtungen Feulgens.?) Gleich- 





lich aussehenden Reaktion bei der Darstellung der fuchsinschwefligen 
Siure. Beim Behandeln mit SO,-Ionen bei alkalischer Reaktion ent- 
steht durch Reduktion die Leukobase, die in der Bakteriologie als Rea- 


gens auf eine Séurebildung von Bakterienkulturen benutzt wird. Hier 
ist also das Reagens bei alkalischer Reaktion farblos und wird in 


| Gegenwart von Siiuren durch Oxydation rot. Demgegeniiber entsteht 


die fuchsinschweflige Siiure von vornherein bei saurer Reaktion, ist bei 
dieser farblos und wird dementsprechend durch Siiuren nicht verindert. 
1) H. Wieland und G. Scheuing, Chem. Ber. Bd. 54, S, 2527 


(1921). 


*) R. Feulgen, Chemie und Physiologie der Nucleinstoffe, Bd. V 
aus A. Kanitz, Die Biochemie in Einzeldarstellungen. Berlin 1923 (Born- 
triger), S. 296, | 
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giiltig, ob die Reaktion auf dem Vorhandensein echter Aldehyd. 
gruppen beruht oder nicht, auf alle Fille ist sie in hohey 
Grade auffaillig wegen ihrer so groBen Seltenheit in der Bip. 
chemie. Zucker geben niimlich diese Reaktion nicht. Zwar 
findet man in den Lehrbiichern der Chemie noch gelegentlich 
die Angabe, daB z, B. Traubenzucker eine Reaktion mit fuchsin. 
schwefliger Siure gebe, was aber nur beweist, wie schwer 
Irrtiimer aus der Literatur auszumerzen sind; hat doch 
E. Fischer ausdriicklich den negativen Ausfall der Reaktion 
anerkannt, wovon man sich iibrigens leicht iiberzeugen kann, 
denn selbst groBe Mengen Traubenzucker kénnen fuchsin. 
schweflige Siure sogar bei stundenlangem Stehen auch nicht 
spurenweise farben, wihrend man noch mit 0,0001 g Thymir. 
siure die Reaktion deutlich erhilt. Uber Tauschungen, denen 
man bei der Anstellung der Probe ausgesetzt ist, wird weiter 
unten gesprochen werden. 

DaB Zucker die Reaktion nicht geben, ist darauf zuriick- 
zufiihren, daB sie keine echten Aldehyde im gewohnlichen 
Sinne sind, sondern — wenigstens bei saurer Reaktion, als 
unter Bedingungen, unter denen die Probe mit fuchsinschwefliger 
Saiure angestellt wird — in ihrer tautomeren Cycloform 
reagieren. 

Wie Hexosen verhalten sich auch Pentosen, und so kommt 
es, daB pentosehaltige Nucleinsiuren diese Reaktion nicht 
zeigen, selbst wenn man dem Umstande Rechnung trigt, dai 
ihre Purinkérper viel schwieriger abzuspalten sind, und des 
wegen den hydrolytischen Kingriff entsprechend verstirkt. Die 
Reaktion gestattet also eine Unterscheidung der 
Thymonucleinsiure von den pentosehaltigen. Wu 
wollen die Reaktion, so wie sie an Nucleinsaiuren angestell 
wird (Reaktion mit fuchsinschwefliger Saiure nach voraui: 
gegangener Hydrolyse) mit ,,Nuclealreaktion“ bezeichner, 
um damit das aldehydartige Prinzip zum Ausdruck zu bringen 

Es gibt nur sehr wenig biologisch wichtige Stoffe vou 
echter Aldehydnatur. Im Pflanzenreiche kommen gelegentlich 
cyclische Aldehyde vor, die aber nicht immer eine Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Sdure geben. Von der gréBten biologi: 
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schen Bedeutung ist der Acetaldehyd, der nach den bekannten 
Untersuchungen von C. Neuberg ein intermediires Stoff- 
wechselprodukt bei der Hefegirung darstellt. Im Tierreich ist 
Acetaldehyd von Stepp und Feulgen?) im Harn des Diabetikers 
in gréBerer Menge und im Harn des Gesunden in Spuren auf- 
gefunden worden, und C. Neuberg?) ist es gelungen, die Fahig- 
keit zahlreicher Organe, Acetaldehyd zu bilden, nachzuweisen. 

Alle diese Aldehyde sind aber keine fixen Bau- 
stoffe wie die Nucleinsiuren, sondern Stoffwechsel- 
produkte. Sie geben die Reaktion mit fuchsinschwefliger 
Siure sofort, wihrend die Thymonucleinsiure sie nur nach 
milder partieller Hydrolyse zeigt, wodurch eine scharfe Unter- 
scheidung in vitro méglich ist. 

Zur Zeit der ersten Mitteilung*) (1914) gab es in der orga- 
nischen Chemie einen einzigen Kérper, der groBe Ahnlichkeit 
mit dem kohlenhydrataihnlichen Komplexe der Thymonuclein- 
siure zu haben schien, nimlich das von E. Fischer entdeckte 
Glucal*), ein Reduktionsprodukt der Acetobromglucose. Neben 
den erwihnten beiden Reaktionen zeigt auch das Glucal die- 
selbe Empfindlichkeit gegeniiber Saiuren wie das Kohlenhydrat 
der Thymonucleinséure, welch letzterer Eigentiimlichkeit es 
zuzuschreiben ist, daB es noch niemals dargestellt worden ist, 
vielmehr bei allen Versuchen, es durch hydrolytische EKingriffe 
auch yon der Phosphorsiure abzuspalten, weitgehend zerstért 
wird. Die Ahnlichkeit mit dem Glucal lag aber auch in der 
Molekulargré8e des kohlenhydratihnlichen K6rpers, die wahr- 
scheinlich kleiner als C,H,,O, ist (die empirische Formel fir 
das Glucal lautet C,H,0,,). 

Die Chemie des Glucals hat indessen eine iiberraschende 
Wendung genommen, indem EK. Fischer, Bergmann und 
Schotte‘) feststellten, daB das Glucal gar keine Aldehyd- 


1!) W. Stepp und R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 114, S. 301 (1921); 
Bd. 119, S. 72 (1921). 

*) C. Neuberg, Klin. Wochenschr. Bd. 2, 8. 1458 (1923), 

*) R. Feulgen, s. FuBnote 8. 213. Nr. 1. 

‘) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 47, S. 196 (1914). 

*) E. Fischer, M. Bergmann und H. Schotte, Chem. Ber. 
Bd. 58, S. 509 (1920). 
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natur hat, daB vielmehr diese von EK. Fischer anfanglich be. 
schriebene Kigentiimlichkeit auf das Vorhandensein eines ej 
der Synthese entstehenden Nebenproduktes zuriickzufiihren 
war. Man muB also jetzt die seltsame Feststellung machen, 
daB das Glucal seinen Namen einer Eigenschaft verdankt 
(al = Endsilbe fiir einen Aldehyd), die es gar nicht besitzt, 
Ubrigens war die Reaktion des Glucals mit fuchsinschwefliger 
Saéure immer nur sehr schwach im Verhialtnis zu dem starken 
Ausfall der Probe bei der Thyminsiure. Mit dieser Fest- 
stellung der genannten Autoren wird zwar die Anwesenheit 
eines glucalihnlichen Kérpers hinfillig, im iibrigen aber dic 
Tatsache von dem Vorhandensein der besprochenen Reaktionen 
bei der Thymonucleinsiure nicht beriihrt, und man kann zur- 
zeit nur sagen, daB das ,,Kohlenhydrat“ der 'Thymonucleinsiure 
ein Kérper von ganz unbekannter Konstitution und mit den 
gewohnlichen Kohlenhydraten nicht zu vergleichen ist. Aber 
eben deswegen verdienen unseres Erachtens jene Komplexe 
unser gréBtes biologisches Interesse. 

Bei der Anstellung der Nuclealreaktion und iberhaupt 
beim Arbeiten mit fuchsinschwefliger Siure kann man nun 
das Opfer grober Tauschungen werden, wenn man nicht fol- 
gendes beriicksichtigt: die fuchsinschweflige Siure muB neben 
dem eigentlichen wirksamen Prinzip stets noch etwas freie 
schweflige Siure enthalten. Ist das nicht der Fall, so tritt 
eine Rotfiirbung auch ohne Anwesenheit von Aldehyden ein 
(Dissoziation). Zu einer Verarmung an freier schwefliger Siure 
fiihrt auch eine starke Verdiinnung des Reagenzes, und des- 
wegen erhalt man Rotfairbungen, wenn z. B. viel Wasser auf 
wenig fuchsinschweflige Siéure trifft, also beim Abspiilen von 
mit fuchsinschwefliger Siure benetzten mikroskopischen Pri- 
paraten mit Wasser. Wir umgehen diese Schwierigkeit, indem 
wir zum Abspiilen von mit fuchsinschwefliger Siure benetzten 
mikroskopischen Praparaten nur SO,-haltiges Wasser benutzen. 
Taucht man ein zu dickes, mit Wasser durchtrainktes mikro- 
skopisches Priparat in fuchsinschweflige Saéure, so kann es 
aus demselben Grunde zu einer Farbstoffbildung kommen. 
Die dann entstehende Farbe ist aber ausgesprochen rot, im 
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Gegensatz zu dem mehr blaustichigen Ton der Aldehyd- 
reaktion. 

Natiirlich muB alles ferngehalten werden, was die schweflige 
Siure in dem Reagens zum Verschwinden bringen kann. Das 
Reagens ist also wohlverschlossen aufzubewahren, um ein Ent- 


' weichen des Schwefeldioxyds zu vermeiden und seine Oxy- 
dation durch den Sauerstoff der Luft zu verhindern. Ferner sind 


solche Stoffe fernzuhalten, welche SO,-Ionen ausfallen kénnen (z.B. 


' Ba-Ionen), und endlich sind Basen und Salze mit schwachen 


Siuren in gréBerer Menge auszuschlieBen, da sie sich mit der 


| freien schwefligen Siure und auch mit der fuchsinschwefligen 
| Siure unter Farbstoffbildung umsetzen. So vermag man durch 


Zusatz von viel Natriumacetat zur fuchsinschwefligen Siure 
die stirksten Farbungen hervorzurufen. Hieraus geht hervor, 


| daB viele biologische Fliissigkeiten mit dem Reagens bei un- 


sachgemaiBer Anwendung eine Rotfirbung geben kénnen, die 
keine Aldehydreaktion ist. Solche Farbungen treten fast augen- 


' blicklich auf, wihrend die echte Aldehydreaktion stets einige 
' Zeit (u. U. mehrere Minuten) zur Ausbildung bedarf. Auch 
| die starke Rotstichigkeit 14Bt in der Regel Komplikationen 
' erkennen, denn die echte Aldehydreaktion liefert eine aus- 
' gesprochen blaustichige Farbe. Vor all diesen Tauschungen ist 
' man sicher, wenn man das Reagens stets im UberschuB anwendet 
' und z. B. einige Kubikzentimeter fuchsinschwefliger Siiure mit 
_ hur wenigen Tropfen der zu untersuchenden Fliissigkeit ver- 
' setzt, niemals aber eine gréBere Menge der zu untersuchenden 
| Fliissigkeit mit wenig Reagens vermischt. Zwar ist diese Art 
_ der Anstellung der Probe keineswegs die empfindlichste, in- 
' dessen fallt die Reaktion bei der Thymonucleinsiure so intensiv 
aus, daB auf besondere Empfindlichkeit kein Gewicht gelegt 
| zu werden braucht. Wendet man keinen sehr groBen Uber- 
' schuB an, so ist die zu untersuchende Fliissigkeit mit Mineral- 
| siure etwas anzusiuern. 


Aus dem iiber die Thymonucleinsiure Dargelegten geht 


: hervor, daB diese selbst (ohne Hydrolyse mit Siuren) keine 
| Aldehydreaktion gibt. Will man sich davon itberzeugen, 
So sind verschiedene Punkte zu beachten. Zunichst ist die 
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Thymonucleinsiure in freiem Zustande sehr schwer liéslich, 
Wendet man sie aber in Form ihres wasserléslichen Na-Salze; 
an, so wird sie doch durch das sauer reagierende Reagens 
freigemacht. Setzt man nun der fuchsinschwefligen Saure zy 
viel von dem Natriumsalz zu, so kann es zu einer Pseudo. 
firbung kommen, weil das nucleinsaure Natrium das Salz einer 
schwachen Saure ist. Man hat also das nucleinsaure Natrium 
in entsprechender Verdiinnung, das Reagens aber in an- 
gemessenem Uberschu8 anzuwenden. Ferner aber ist die 
saure Reaktion der fuchsinschwefligen Siure selbst zu beachten, 
die bei allzu langem Stehen eine allm&hliche Abspaltung von 
Purinkérpern bewirken und damit eine echte Aldehydreaktion 
geben kann. Die Frage, ob die Nucleinsiure die Reaktion 
gibt, ist aber schon aus dem Grunde zu verneinen, weil in- 
takte Nucleinsiure nicht reduzierend wirkt, und mithin freie 
Aldehydgruppen gar nicht vorhanden sein kénnen. Wegen der 
grundlegenden Bedeutung dieser Tatsache fiir unsere Methode 
zum mikroskopisch-chemischen Nachweis der Thymonuclein- 
Siiure (s. u.) haben wir dieser Frage unsere gréPte Aufmerk- 
samkeit zugewandt, und wir geben nachstehend eine Versuchs- 
anordnung wieder, mit der wir mit aller Schirfe zeigen kénnen, 
da8 nucleinsaures Natrium an sich keine Reaktion mit fuchsin- 
schwefliger Siure gibt, sondern erst nach voraufgegangener 
milder saurer Hydrolyse: 

In einem Reagensglase list man 0,1 g b-thymonuclein- 
saures Natrium?) in 3 ccm Wasser und beschickt 2 Reagens- 
gliser mit je 1 ccm dieser Lésung. Das eine Reagensglas 
versetzt man nunmehr mit genau 1 ccm n/10-Schwefelsiure, 
14Bt 10 Minuten im siedenden Wasserbade stehen, kiihlt unter 
der Wasserleitung ab und neutralisiert darauf mit genau 1 ccm 
n/10-Natronlauge. In das zweite Reagensglas gibt man 
zuerst 1 ccm n/10-Natronlauge und neutralisiert sofort und 


1) Wir verwenden neuerdings eine neuartige Methode zur Dar 
stellung des b-thymonucleinsauren Natriums, woriiber sich in dem avf 
S. 215 unter Nr. 2 zitierten Buche: Uber die Chemie und Physiologie 
der Nucleinstoffe S. 301 niihere Angaben finden; sonst ist das Verfabren 
noch nicht publiziert. 





= es sf 4 —- >. = —- sao 


Ss ff Oot 





ss —_ — ~« 


Mikroskopisch-chemischer Nachweis einer Nucleinsiure usw. 217 


unter Umschiitteln mit 1 ccm n/10-Schwefelsiiure. Man hat so 
9 Reagensglaser, die im wesentlichen dasselbe enthalten, 
und der einzige Unterschied ist nur der, daB der Inhalt des 
ersten Reagensglases einer sauren Hydrolyse unterworfen wurde, 
der des zweiten aber nicht. Jetzt nimmt man zwei neue 
Reagensglaser, die je 3 ccm fuchsinschweflige Saiure enthalten, 
und versetzt das eine mit 1 Tropfen aus dem ersten, das 
andere mit einem Tropfen aus dem 2. Reagensglase. Man 
hat so zwei in gleicher Weise angestellte Versuche. Nach 
kurzer Zeit (1—3 Minuten) beginnt sich der Inhalt des ersten 
bei saurer Reaktion erhitzten) Reagensglases violett zu farben, 
wihrend der des zweiten unverindert bleibt. Das Maximum 
der Intensitit ist etwa nach einer Viertelstunde erreicht, wah- 
rend das Kontrollglas auch nach mehrstiindigem Stehen keine 
Spur einer Fiarbung zeigt. Die Farbung des 1. Reagens- 
glases ist dann eine sehr satte, und da sich darin nur etwa 
05mg Nucleinsiure befinden, so kann man sich eine Vor- 
stellung von der Empfindlichkeit der Probe machen, zumal, 
wenn man bedenkt, daB man auf besondere Empfindlichkeit 


ja gar nicht hingearbeitet hat. 


Wegen der Eindeutigkeit jener der Thymonucleinsiure 
eigentiimlichen Reaktionen und wegen der Empfindlichkeit der 
Nuclealreaktion wurden diese von Feulgen?) einer Einteilung 
der Nucleinsiuren zugrunde gelegt. Danach mu8 man die 
Nucleinsiuren zunichst in 2 Gruppen einteilen, nimlich in 
slche, welche die Nuclealreaktion nicht geben (pentosehaltige 
Nucleinsiiuren) und solche, bei denen sie positiv ausfalit (Thymo- 
nucleinsiure). Die pentosehaltigen Nucleinsiuren sind natur- 
gemaB weiter einzuteilen in Mononucleotide (Inosinsiure und 
Guanylsiure) und Polynucleotide (Hefenucleinsiure). Unter- 
abteilungen der Thymonucleinsiure gibt es bisher noch nicht 
mit Sicherheit. Da aber die Thymonucleinsiure nicht etwa 
deswegen ihren Namen trigt, weil sie in der Thymusdriise 
vorkommt, sondern vielmehr, weil in ihr Thymin enthalten 
ist, so kénnten sehr wohl Nucleinsiuren existieren, die zwar 
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') R. Feulgen, siehe FuBnote, S. 209, Nr. 2. 
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die Nuclealreaktion geben, aber kein Thymin enthalten, also 
keine Thymonucleinsiuren sind. Da die Thymonucleinsiure 
zurzeit die einzig bekannte Nucleinsiure ist, welche die Nucleal. 
reaktion gibt, so hat Feulgen auf eine Bezeichnung de; 
Gruppe, zu welcher auch die Thymonucleinsiure gehért, bishe; 
verzichtet. Indessen mu8 man sich vor Augen halten, daf, 
wenn man die Nuclealreaktion, wie dies weiter unten geschehey 
wird, zu einem mikrochemischen Nachweis benutzt, man be 
einem positiven Ausfall der Reaktion zu viel sagen wiirde, 
wollte man behaupten, daB eine ,,Thymonucleinsiure“ vorliege, 
da ja tiber das Vorhandensein von Thymin, wonach die Thymo. 
nucleinsiure ihren Namen hat, uns die Reaktion keinen Aw. 
schluB gibt. Wir sind also jetzt in der Zwangslage, der Gruppe, 
welche die Nuclealreaktion gibt, einen allgemeineren Namen 
beizulegen, und wir nennen sie daher ,,Nuclealsiuren oder 
allgemeiner ,,Nuclealkérper“. 

Nun wurde von Feulgen!) gezeigt, daB es noch eine 
weitere Gruppe von Nucleinsiuren gibt, die sowohl das Pentose. 
als auch das Nuclealprinzip in sich beherbergen. Er nannte 


sie ,gemischte‘ Nucleinsiiuren, und als zunichst einziger Ver. & 


treter war ihm die Isolierung der Guanylnucleinsiure aus 
der Pankreasdriise des Rindes gelungen. Diese Nucleinsiiure 
ist eine Verbindung der pentosehaltigen Guanylsiure mit einer 
Nuclealsiure, welch letztere wahrscheinlich identisch mit der 
Thymonucleinsdure ist, und es konnte gezeigt werden, daB die 
Guanylnucleinséure schon durch sehr milde alkalische Hydrolyse 
in ihre Komponenten zerfallt, welchem Umstande es zuzu- 
schreiben ist, daB die Komponenten lange bekannt und fir 
selbstandige Nucleinsiuren gehalten worden waren, da die bis 
herigen Forscher zur Isolierung der Nucleinsiuren aus det 
Pankreasdriise Verfahren benutzten, welche in irgendeinem 
Stadium eine lingere Zeit wihrende alkalische Reaktion aul- 
wiesen. 

Was fiir einen SchluB kann und darf man nun aus dem 





1) R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 108, S. 147 (1919); Bd. 124, S. 14 
(1922), 
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positiven Ausfall der Nuclealreaktion zichen? Da wir unter 
Nuclealreaktion nicht allein eine Aldehydreaktion, sondern 
|. @ vielmehr die Aldehydreaktion, die nur nach voraufgegangener 
‘saurer Hydrolyse positiv ist, verstehen und uns stets iiber- 
a fp zeugen, daB der fragliche Kérper ohne Hydrolyse keine Aldehyd- 
g [ereaktion zeigt, so wird man aus dem positiven Ausfall der 
Nuclealreaktion mit groBer Wahrscheinlichkeit auf das Vor- 
oj | handensein entweder einer Nuclealsdure oder einer gemischten 
je, Nucleinsaure schlieBen diirfen.1) Der negative Ausfall der 
re, Nuclealreaktion wiirde die genannten Nucleinsiuren aus- 
o. @ schlieBen, und, falls das Vorhandensein einer Nucleinsaure iiber- 
i.  haupt nachgewiesen ist, auf eine pentosehaltige hinweisen. 
Indessen sei hier auf folgendes aufmerksam gemacht: Die 
ey @\uclealreaktion setzt eine verhiltnismiBig leichte Abspaltbar- 
ley Mekeit der an den Aldehydgruppen sitzenden stickstoffhaltigen 

Bausteine (Purinkérper) voraus. Dies trifft bei der Thymo- 
ne Qenucleinsiure in der Tat zu. Jedoch hat diese auch stickstoff- 
e., evaltige Bausteine, nimlich die Pyrimidine Cytosin und Thymin, 
te Mere: denen das nicht zutrifft, und es wire denkbar, daB es 
er. @ecine Nuclealsiiure gibe, die zwar Aldehydgruppen enthilt, aber 
us 02 den stickstoffhaltigen Bausteinen nur etwa Pyrimidin- 
kirper. Kine solche Nucleinsiure gibe wahrscheinlich keine 















ure 
ver @ruclealreaktion; denn bei der Thymonucleinsiiure sind die 
je )timidine so fest gebunden, daf sie ohne Zerstérung der 


ixohlenhydratihnlichen Gruppen nicht abgespalten werden 
kinnen. Kine solche hypothetische Nucleinsiure ist aber nicht 
bekannt, siimtliche existierenden Nucleinsiuren enthalten zum 
fir }endesten leicht abspaltbare Purinkérper, und wenn Pyrimidine 
is vorhanden sind, so kommen sie stets neben den Purinkérpern 
defer. Aus diesem Grunde entbehrt diese Erérterung einer 
praktischen Bedeutung; wir hielten es aber fiir erforderlich, 
auch theoretisch die Grenzen der Methode mit aller Schirfe 
Zu ziehen, 
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len ') Siehe S. 230 FuBnote. Der Begriff der Nuclealreaktion wird in 


iner spiiteren Arbeit noch weiter abgegrenzt und von einer dhnlich 
kussehenden Aldehydreaktion, die in den Organismen weit verbreitet 
gefunden wurde, experimentell scharf unterschieden werden. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXV. 15 
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Die Nuclealfarbung. 


Mit der Auffindung der Nuclealreaktion war eine gan 
neuartige Methode der Kernfairbung gegeben, die sich von dep 
bisherigen schon dadurch unterschied, daB sie nicht empirisch 
gefunden wurde, sondern in allen Einzelheiten vorausgesagi 
werden konnte. Bei dieser Methode haben wir das dem Bio. 
chemiker gelaufige Prinzip der partiellen Hydrolyse nunmelr 
auch auf mikroskopische Praparate iibertragen. Unser Ge. 
dankengang war folgender: 

Wir stellen uns ein fixiertes Kiterausstrichpraparat he 
und wissen, daB die Kerne der Eiterzellen vorwiegend a; 
Nucleohiston bestehen. Wir wissen ferner, daB die in de 
Kernen vorkommende Nucleinsiure aldehydartig reagierende 
Gruppen enthalt, die aber nicht frei zutage liegen, sondem 
wegen Bindung an den Purinkérpern gleichsam verdeckt vor. 
handen sind. Taucht man also das Priparat in fuchsin 
schweflige Siure und laBt es eine Zeitlang darin stehen, % 
ist keinerlei Vorbedingung fir die Bildung eines Farbstoffs mit 
der an sich ja farblosen, bzw. schwach gelb gefarbten fuchsin & 
schwefligen Séure gegeben. Das Praparat farbt sich nicht an & 
Wird nun ein Parallelpraparat einer milden sauren Hydrolyse & 1 
unterworfen, so wissen wir, daB die Purinkérper duBerst leicht 
abgespalten werden, daB nunmehr die Aldehydgruppen fri § 
zutage treten, und die Erfahrung lehrte uns, daB dies bei 


allen von uns untersuchten Kernen sehr viel schneller erfolgt als C 7 
die Auflésung des Kerns als morphologisches Gebilde. Wenn mai ff @ 


nun das so ,,aufgeschlossene* Praparat (nach dem Auswaschen 


der Saure mit Wasser) in die fuchsinschweflige Saure hineir- ri 


taucht, so muB sich diese mit den freigewordenen, aber noch § 
in situ befindlichen Aldehydgruppen verbinden zu einew 
Kondensationsprodukt, das ein sehr ergiebiger Farbstoff ist. [BJ 

Schon der erste Versuch zeigte die Richtigkeit dieser Uber. 8 
legung. Wir erhielten eine prachtvolle ,,.Kernfarbung“, die aus Be 
sah wie eine gewohnliche sehr differente und elektive Kernfarbung, —™ 
und die doch keine Farbung im gebriuchlichen Sinne wal, § 
denn wir operieren ja nicht mit Farbstoffen, sondern mit eine F1 








ng; 










Mikroskopisch-chemischer Nachweis einer Nucleinsiure usw. 221 


"Reagens, das erst mit aldehydartigen Gruppen einen Farbstoff 
‘pildet, in unserem Falle mit Aldehydgruppen, die einer 
Nucleinsiure eigentiimlich sind, und die erst durch eine vorauf- 
‘gegangene chemische Operation (Hydrolyse) freigelegt werden 
‘mubten. Bei unserer Anfirbung handelt es sich also um eine 
‘Reaktion im chemischen Sinne und zwar um eine mikro- 
“skopisch-chemische Reaktion auf Nucleinsiuren vom Typus der 
Thymonucleinsaure (Nuclealkérper). Trotzdem unsere Methode 
‘mit einer Farbung im bisherigen Sinne nichts zu tun hat, wird 
‘sie doch wohl als solche bezeichnet werden, denn das Endresultat 
‘sieht in der Tat wie eine ,Kernfarbung“ aus. Wir nennen 
‘sie daher Nuclealfirbung. Ubrigens halten wir es fir wahr- 
‘scheinlich, daB im spiteren Verlaufe, etwa beim Trocknen des 
'Priparates, die urspriingliche chemische Natur des Farbstoffs 
‘sich andert, was aber den biologischen Wert des Verfahrens 
‘nicht beeintrachtigen wiirde. 


Auf den ersten Blick fiel uns nun eine grofe Ahnlichkeit 


‘der Nuclealfarbung mit einer durch gewoéhnliche basische Farb- 
sstofle hervorgerufenen Kernfarbung auf. Dies hat seinen guten 
“Grund, denn bei beiden Methoden sitzt der Farbstoff an der 
Nucleinsiure, also an demselben Molekil; daher die 
/weitgehende optische Ahnlichkeit. Wahrend aber die iiblichen 
“Firbemethoden, die sich der basischen Farbstoffe bedienen, 
‘den Siurecharakter der Nucleinsiure benutzen, und hier die 
‘Bindung eines praformierten Farbstoffs salzartig an den 
Siuregruppen erfolgt, wird bei der Nuclealfirbung von den 
‘aldehydartig reagierenden Gruppen Gebrauch gemacht, und 
‘er Farbstoff erst im Kern mit Hilfe der Aldehydgruppe ge- 
Dildet. Der Saurecharakter ist aber nichts besonders Charak- 
‘teristisches, denn fast alle héher molekularen biologischen 
Korper sind Ampholyte?), enthalten also auch saure Gruppen. 
Dagegen ist die aldehydartige Natur der hydrolysierten Nuclein- 
Siure, die wir bei der Nuclealfiirbung benutzen, von aller- 
groBter Spezifitat, zumal wir die Aldehydgruppen durch einen 
Wohlerwogenen Eingriff tiberhaupt erst manifest machen. 


') Auch Nucleinsiuren sind keine reinen Siuren, sondern Ampho- 


Tyte, da sie auch basische Amino- oder Iminogruppen enthalten. 


15* 
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Aus diesem Grunde ist die Nuclealfarbung von einer song 
nicht gekannten Elektivitit. Im Protoplasma der Zellen habe 
wir ja keine Aldehydgruppen, wenigstens keine fixen, in Fory 
von Baustoffen vorhandenen. Hier ist also nicht einmal (ie 
Vorbedingung fiir die Entstehung des Farbstoffs gegeben}) 
und die EKindeutigkeit unserer Reaktion wird noch dadure} 
wesentlich erhéht, daB das Priparat eine Fiarbung mit de 
fuchsinschwefligen Siure erst nach voraufgegangener milder 
Hydrolyse geben darf und sonst nicht, wenn alles in Ordnung 
ist. Wir betrachten diesen letzteren Umstand als ein wesent. 
liches Kriterium fiir eine echte Nuclealfirbung und haben 
eine wichtige Kontrolle in der Hand. Bei allen spiter x 
beschreibenden Fiarbungen haben wir daher stets Parallel. 
versuche mit nicht hydrolysierten Priparaten angestellt und 
uns von der Nichtanfirbbarkeit iiberzeugt, auch dann, wem 
dies nicht ausdriicklich vermerkt worden ist. Der Gesant- 
eindruck eines mit unserer Methode gefirbten Eiterausstrich- 
priparates ist der einer hervorragend differenten Kernfarbuns 
mit glasklarem Untergrund und — bei homogener Eindeckung — 
mit glasklarem Protoplasma, so dab die Zellgrenzen gar nicht F 
zu sehen sind und ohne Vorhandensein der Kernfarbung die 
Bildebene kaum eingestellt werden kénnte. Die Farbe ist ein 
stark blaustichiges Rot, ahnlich wie man sie in vitro bei de 
Nuclealreaktion erhalt. Ihre Nuance ist abhingig von der 
Wasserstoffionenkonzentration, indem gréBere Aciditiit eine F- 
blaustichigeren Ton liefert. Die Farbung ist laugen-, siure- : ! 
nnd alkoholfest, und dadurch unterscheidet sie sich scharf va J 


einer gewohnlichen Fuchsinfarbung, die durch Saéure und noch F 


leichter durch Siurealkohol fast augenblicklich entfernt werd 
kann. 


Die Méglichkeit der Nuclealfirbung beruht auf der leichte : 
Abspaltbarkeit der Purine aus der Thymonucleinsiure durci si 


eine saure Hydrolyse, die, wie bereits oben erwahnt, so milée 
sein kann, da® der Kern als morphologisches Gebilde bestehet : 
bleibt. Wir wihlen in der Regel 3—5 Minuten langes Ver : 





1) Siehe Fubnote auf S. 230. 
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‘weilen des Praparates in n-Salzsiure bei 60° Versuche 

7 yeigten, daB erst bei einer Ausdehnung der Hydrolysendauer 
auf etwa 40 Minuten eine Auflésung der Kerne der Kiter- 
» zellen erfolgt. 

: Hier ergibt sich eine weitere wichtige Frage. Aus der 
5 tipecalenenntS entsteht durch saure Hydrolyse, wenigstens 
‘wenn diese zu Ende gefihrt wird, die Thyminsdure, ein 

' Korper, der im Gegensatz zur freien Nucleinsiure in Wasser 

‘leicht léslich ist. Zahlreiche Versuche an allen méglichen 

Kernen bewiesen uns aber, daB tatsiichlich der nach der sauren 

ange im Kern verbleibende aldehydartige Rest der Nuclein- 
+ siure gar nicht mit Wasser extrahierbar ist; zeigten doch 
‘neuere Versuche, iiber die noch niher eeabiidad werden soll, 

: Daas man ein hydrolysiertes .Praparat viele Stunden, selbst 
‘tagelang im Wasser stehen lassen kann, ohne da die An- 
firbbarkeit bei der nachtriglichen Behandlung mit fuchsin- 

»schwefliger Siure wesentlich beeintrichtigt wird. Offenbar 

‘bleibt der hydrolysierte Nucleinsaiurerest an Eiwei® gebunden 

'als gequollene, aber unlésliche Substanz im Zellkern zuriick. 

_ Ks ist uns aber auch gelungen, selbst mit dem so leicht 

| vasserldslichen (nicht gelatinierenden) b-nucleinsaurem Natrium 

“in reinem Zustande (also ohne Verbindung mit Eiwei8) bzw. 

& Bit der durch Einwirkung der Saiure zuniichst daraus ent- 

' stehenden freien Nucleinsiiure sehr starke substantielle Nucleal- 

“firbungen zu erhalten. Diese Versuche haben wir folgender- 

/maBen ausgefiihrt: 

Auf einem Stiick Schreibpapier haben wir mit einer 
10°), 3 igen Lésung von b-nucleinsaurem Natrium?) mit einer 
oF eder Schriftzeichen entworfen und mit dem Papier nach dem 
STrocknen in der iiblichen Weise eine Nuclealfairbung angestellt, 
: Vindem wir das Papier zunichst 3 Minuten bei 60° mit n-Salz- 
“siure behandelten und dann nach dem Auswaschen der Siure 
"}/, Stunde lang in fuchsinschweflige Siure hineinbrachten. Als 
~Parallelversuch haben wir ein in derselben Weise beschriebenes 
Papier ohne saure Hydrolyse gleich der Wirkung der fuchsin- 


yecy Pa BS 





a 
: ') Siehe FuBnote, 8. 216, Nr. 1. 
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schwefligen Siiure ausgesetzt: In beiden Fallen wird dure} 
die Sdurewirkung zuerst die Nucleinsiure aus dem Natriuy,. 
salz freigemacht und mithin in eine unldésliche Form gebracht, 
In wenigen Minuten traten nun die Schriftziige des hydro. 
lysierten Praparates mit violetter Farbe hervor, und nac 
einer Viertelstunde lag die Schrift in satter violetter Farbe 
auf farblosem Grunde vor uns, wihrend sie auf dem nicht 
hydrolysierten Papier unleserlich geblieben war. Will man 
die Priparate aufbewahren, so mu8 vor allen Dingen (i 
iiberschiissige fuchsinschweflige Saiure sorgfailtig aus dem Papia 
entfernt werden, da Reste des Reagenzes, die im Papier zuriick. 
geblieben sind, spiter beim Trocknen zu einer nachtriglichen 
Farbung des Papiergrundes Veranlassung geben kénnen. Aber 
das véllige Auswaschen der fuchsinschwefligen Siure aus den 
Schreibpapier ist sehr schwierig (s. 8. 245). 

Wir haben ferner die Verhiltnisse in der Zelle einiger. 
maBen dadurch nachzuahmen versucht, da wir die Schritt 
zeichen gewissermaBen in eine semipermeable Membran ei: 
schlossen, indem wir folgendermafen vorgingen: 

Ein Objekttriger wurde in der in der Photographie 
ttblichen Weise mit 1°/,igem Kollodium’) tiberzogen und nach 
dem Trocknen mit einer 10°/,igen Lésung von b-thymo- 
nucleinsaurem Natrium beschrieben. Nach dem _ Trocknen 
wurde wieder mit Kollodium iiberzogen und das Priparat nach 
dem Erstarren?) des letzteren zwecks Auswaschens des Ather 
und Alkohols in kalte n-Salzsiure eingetaucht und dam 
5 Minuten lang bei 60° hydrolysiert. Dann wurde mit Wasser 
abgespiilt und der Objekttrager 15 Minuten lang mit fuchsu- 
schwefliger Siure behandelt, wobei die Schrift intensiv violet 
auf farblosem Grunde hervortrat. Endlich wurde erst mit SO,- 
haltigem, dann mit reinem Wasser abgespilt und getrocknel. 
Selbst beim Beschreiben mit einer 1 °/,igen Lésung von nucleit- 





1) Das offizinelle Kollodium der Apotheken enthilt 4 °/, Kollodium 
wolle. Es wurde mit einem Gemisch aus gleichen Teilen Ather uni & 
Alkohol in der entsprechenden Weise verdiinnt. 

2) Man darf es nicht trocknen lassen, da dann Kollodiumschichtel 
sehr undurchlassig werden, 
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rch [ saurem Natrium haben wir die Schriftziige noch deutlich ge- 
m- — farbt gesehen. 

ht Die angefiihrten Versuche sollen zeigen, daB man selbst 
: mit einfachem nucleinsauren Natrium, also bei Abwesenheit 
; des gleichsam als Stiitze dienenden HiweiBes, substantielle 
 Nuclealfirbungen erhilt, und gleichzeitig wollten wir einen 
 sinnfilligen Beweis dafiir erbringen, daB wir mit der Nucleal- 
an farbung in der Tat imstande sind, eine Nuclealsiure durch 
die ® eine ,,Farbung“ nachzuweisen. 








ier Nachdem wir uns davon iiberzeugt hatten, daB das Problem, 
ck. [F eine bestimmte Gruppe von Nucleinsiuren mikrochemisch durch 


in fF cine ,Kernfarbung* nachzuweisen, gelést war, interessierte uns 
ber : vor allem die Frage: Wie verhalten sich die Hefezellen 
en} gegeniiber der Nuclealfarbung? Wir wissen, da8 in der 

' Hefe die Hefenucleinsiure vorkommt. Diese ist aber eine 
et:  pentosehaltige Nucleinsiure und gibt, wovon sich der eine von 
if [uns schon friiher durch zahlreiche Versuche iiberzeugt hat, 
iD i keine Nuclealreaktion. Der Ausfall dieses Versuches war 

' daher fiir uns von entscheidender Bedeutung, und wir haben 
hie a ihm deshalb alle Sorgfalt zugewandt. Wie wir aber auch die 





ch JF Bedingungen abiandern mochten, niemals haben wir auch 
uo nur die Spur einer Anfarbung beobachten kénnen. Untersucht 
ef haben wir bisher die PreBhefe des Handels und frische unter- 
ach : girige Brauereihefen verschiedener Herkunft. 

exf  _In derselben Weise wie die Hefe verhalten sich nun auch 
nL : die Bakterien, denn auch bei diesen haben wir bisher eine 
set i Nuclealfarbung nicht beobachten kénnen. Naturgema8 konnten 
iF wir nicht alle Bakterien untersuchen, wir muBten uns also mit 
lett & Stichproben begniigen. An frischen Reinkulturen haben wir 


oe <3 barca sd is 


0,- fF bisher Ausstriche von vier verschiedenen Kulturen‘) untersucht, 
net. die wir Herrn Prof. Gotschlich verdankten. Wir haben aber 
in: F oft Gelegenheit gehabt, uns von der Nichtanfarbbarkeit der Bak- 

 terien zu tiberzeugen, denn auch im Kiter, von dem wir zahl- 
ut: reiche Praparate verschiedenster Herkunft untersucht haben, 
konnten wir niemals gefirbte Bakterien entdecken. Endlich 


ome 





') Leider ist uns das Verzeichnis der Namen der Bakterien durch 
ein Versehen abhauden gekommen. 
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haben wir Gelegenheit zum Beobachten massenhafter Bakterjey 
gehabt bei unseren Protozoenstudien im Darminhalt de; 
Frosches und im Heuinfus. Auch bei diesen Gelegenheite, 
haben wir den positiven Ausfall der Nuclealfairbung bei Bak. 
terien noch niemals beobachten kénnen. 

Hier haben wir also einen markanten Unterschied in dep 
Ausfall der Nuclealfarbung und der gewohnlichen Farbung nit 
basischen Farbstoffen. Mit letzteren lassen sich hekanntlich 
Bakterien leicht farben, und auch die Hefezelle farbt sich iiber 
und iiber damit, so intensiv, daB der ganze Zelleib gefiarbt er. 
scheint und von einem Kern fiir gewoéhnlich nichts zu sehen 
ist. Der Grund fiir dieses grundsitzlich verschiedene Verhalten 
liegt eben darin, daB in der Hefe die Hefenucleinsiure vor. 
kommt, welche auch in vitro keine Nuclealreaktion gibt. 

Da nun Hefezellen und Bakterien auch ,,Chromatin“ ent- 
halten, so sind wir nunmehr imstande, dem Chromatin eine 
chemische Bedeutung beizuordnen, und wir teilen das 
Chromatin ein in solches, welches die Nuclealreaktion gibt 
(nucleales Chromatin) und solches, welches sie nicht gibt 
(anucleales Chromatin). 

Es ist klar, dab die groBe Zahl der Probleme, die sich 
uns aufdringte, von uns nicht auf einmal bewiltigt werden 
konnte. Wir haben uns daher vorerst damit begniigen miissen, 
das ganze Gebiet abzutasten und glauben, daB, abgesehen von 
zahlreichen Sonderfragen, folgende Probleme am meisten inter- 
essierten: 

1. Welches ist die Verteilung des nuclealen Chromatins 
in den Kernen der Zellen unter Beriicksichtigung von Centro- 
somen, Nucleolus usw.? 

2. In welchen Lebewesen, Organen, Zellen kommt das 
nucleale Chromatin iiberhaupt vor? — Wie verhalten sich die 
Gebilde von zweifelhafter Kernnatur, z. B. die ,,Kerne‘ der 
Blutplittchen oder die sog. Chromidien mancher Protozoen? — 
Nach den bisherigen Anschauungen ist die Hefenucleinsiure 
die ,,pflanzliche* Nucleinsiure, die Thymonucleinsiure aber 
die .,,tierische“. Wenn das richtig ist, haben wir da eine 
chemische Methode zur Unterscheidung von Pflanze und 
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* jer vor uns? Wenn diese Anschauung aber nicht richtig ist, 
: wo liegen dann die Grenzen? — Wie verhalten sich die Kerne 
yon animalischen Organen, aus denen bisher nur _pentose- 
haltige Nucleinsaéuren isoliert worden sind? 

3. Wir halten es fiir aussichtsreich, die morphologischen 
Verinderungen der Kerne, z. B. bei der Kernteilung, 
“und die Vorginge beim Kernzerfall auf dieser neuen Grund- 
e lage zu studieren, da wir ja in der Lage sind, auch solche 
'korpusculiiren Elemente mikrochemisch als von Kernen ab- 
'stammend zu identifizieren, bei denen das zuvor nicht még- 
‘lich war. 

In dieser Arbeit wollen wir uns genauer nur zu den 
unter 2. angefiihrten Fragen auBern, doch glauben wir jetzt 
“schon, eine Beobachtung mitteilen zu kénnen, die den Nach- 
‘weis von Produkten zerfallener Kerne betrifit. 

: Oben wurde eine Schilderung des Ausfalls der Nucleal- 
‘firbung bei Kiterausstrichpriiparaten gegeben. Wir legten 
vaturgemiB groBes Gewicht darauf, daB der EKiter méglichst 
; frisch war, und die hiesige chirurgische Klinik hat uns wieder- 
holt solchen Eiter zur Verfiigung gestellt. Kin ganz anderes 
Bild nun lieferte ein Eiter, den uns Herr Geheimrat Voit 
(Med. Klinik) freundlichst zugesandt hatte. Da wir bisher nur 
an frischen Eiter mit wohlerhaltenen Leukocyten und einem 
Serum, das frei von Zerfallsprodukten der Kerne war, ge- 
‘wohnt waren, so iiberraschte uns das Bild der Nuclealfarbung, 
‘wie wir es jetzt erhielten: die Kerne machten einen ver- 
. “quollenen Kindruck, sie zeigten nicht mehr die scharfen und 
 feinen Strukturen der frischen Zellen, das Protoplasma war 
>zum Teil angefarbt; ein Beweis, daB geléste Nucleinstoffe in + 
“den Protoplasmaleib hineindiffundiert waren. Der Raum | 
Uawischen den einzelnen Zellen, der bei frischem Kiter glasklar 
Jund ,optisch leer“ zu sein pflegt, war mit scholligen und 
| drnigen, stark gefirbten Massen angefilit, von denen wir 
“uummehr mit Sicherheit sagen konnten, daB sie Detritus zer- 
‘fallener Kerne darstellten. Ja, selbst an den Stellen, wo diese 
“Massen nicht vorhanden waren, konnten wir eine diffuse An- 
irbung des Gesichtsfeldes beobachten, und da sich hier ledig- 
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lich das eingetrocknete Kiterserum befindet, so haben wir damit 
sogar nachgewiesen, daB im Kiterserum Zerfallsprodukte de; 
Zellkerne gelést vorhanden waren. 

Eine Aufklirung dieses Befundes gab uns die Krankep. 
geschichte des Patienten. Der Eiter stammte niamlich ay 
einem pleuritischen Exsudat, das bereits mehrere Monate be. 
standen hatte. 

Es hat sich nun im Verlauf unserer Untersuchungen ge. 
zeigt, daB derartige Bilder, bei denen wir die Kerntriimme 
im Kiter bis zu den feinsten Stiubchen als solche erkennen, 
ja sogar im -Protoplasma gelést nachweisen konnten, keines. 
wegs selten sind, da8 vielmehr jene Bilder, wie wir sie etwa 
bei den Leukocyten von frisch ausgestrichenem (am _ besten 
leukimischem) Blut beobachtet haben, beim Eiter sehr viel 
seltener sind, und daraus folgt, daB wir hier eine Methode 
haben, den Grad des Zerfalls der Kiterzellkerne bis in die 
feinsten Einzelheiten zu verfolgen. 

Das Studium des Eiters brachte uns von selbst auch au! 
die Leukocyten des Blutes. Die Nuclealfarbung von Blut 
ausstrichpraparaten liefert besonders schéne Bilder mit diffe. 
renter Anfirbung der Leukocytenkerne. Auch hier farben sich 
nur die Kerne, das Protoplasma der Zellen, das Blutplasma 
und die Erythrocyten blieben véllig ungefirbt. Uber das Ver. 
halten der Blutplittchen wird in einer besonderen Arbeit Mit- 
teilung gemacht werden. Interessante Studienobjekte lieferte 
uns andmisches und leukimisches Blut. 

Neben den Leukocyten haben wir zunichst diejenigen Ob- 
jekte bearbeitet, von denen wir vorher wuBten, daB in ihre 
Kernen Thymonucleinsdure vorkommt. Das sind, wie aul 
S. 205 ausgefiihrt worden war, die kernhaltigen Erythrocyte 
und die Spermatozoen.') Das Verhalten der kernhaltigen rote 
Blutkérperchen wurde an Ausstrichen von Hihner- und Frosch: 
blut studiert und auch hier die Nuclealfirbung schén unt 
elektiv erhalten. Von den Spermatozoen zeigte ein Ausstrich 





1) Das Vorkommen der Thymonucleinsiure in der Thymusdriise it 
gréBeren Mengen ist auf das massenhafte Vorhandensein von Lymph? 
eyten zuriickzufiibren. 
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yon Froschhoden die typischen langgestreckten, geiBelférmigen 
Kopfe der Froschspermien, und die Tatsache, daB der so 
dimne und zarte geiBelférmige Kopf scharf und intensiv gefarbt 
‘sich darstellte, zeigte uns, daB auch sehr zarte Objekte durch 
die Nuclealfarbung gut wiedergegeben werden kénnen. Bei 
' menschlichen Spermatozoen empfiehlt es sich, die Ausstrich- 
'priparate sowohl ohne, als auch mit homogener Eindeckung 
'm beobachten. Im ersteren Falle zeigt sich zwar der Kopf 
‘nicht so schén, dafiir aber sind die Mittelstiicke und Schwinze 
‘sichtbar, so daB man sich von ihrer Anwesenheit iiberzeugen 
‘kann. Bei homogener Eindeckung verschwinden die Mittel- 
stiicke und Schwiinze voéllig, und der stark gefirbte Kopf bleibt 
allein sichtbar. Abgesehen davon, da8 wir hiermit den Nach- 
' weis einer Nuclealsiure auch fiir das menschliche Spermatozoon 
erbracht haben, kénnen wir hiermit zeigen, daB diese lediglich 
auf den Kopf beschrinkt ist, insbesondere erwiesen sich die 
Mittelstiicke stets als ungefairbt, was deswegen von Bedeutung 
ist, weil sich aus ihnen bei dem Befruchtungsvorgange die 
Centrosomen entwickeln. 

_ Bei den bisher besprochenen Priparaten handelte es sich 
stets um Ausstriche, die in der tiblichen Weise durch ein- 
faches Hindurchziehen durch die Flamme fixiert waren. Eben- 
sogut lassen sich Organschnitte mit der Nuclealfirbung an- 
farben. Beim Fixieren haben wir zuniachst solche in der 
| Histologie gebrauchlichen Reagenzien vermieden, welche Oxy- 
dationsmittel sind, wie die Zenkersche Flissigkeit (Kalium- 
‘bichromat in essigsaurer Liésung) und Jodlésungen, da wir 
deren KinfluB auf die Nuclealkérper noch nicht studiert haben, 
‘und da es uns nicht nur auf eine Konservierung morpho- 
logischer Strukturen, sondern vielmehr auch auf eine Er- 
haltung gewisser chemischer Gruppen ankam. Formalin war 
Yon vornherein auszuschlieBen, weil es selbst ein Aldehyd ist, 
ja mit Formalin darf man in einem Laboratorium, in dem die 
Nuclealfirbung ausgetibt wird, am besten iiberhaupt nicht 
arbeiten, weil der Formaldehyd leicht fliichtig ist und die mit 
Formaldehyddampfen erfillte Luft die fuchsinschweflige Saure 
‘und die damit benetzten Priparate verderben kann. Wir 
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haben anfangs die Organe in physiologischer Kochsalzlésung 
welche 0,5°/, Hisessig enthielt, '/, Stunde auf 70° erhitzt, 
doch lieferte, wenigstens bei tierischen Objekten, die Sublimat. 
fixage die besten Resultate. Das im AnschluB an eine Subj. 
matfixage sonst iibliche Behandeln der Organstiicke mit Jod. 
tinktur (in wasserhaltigem Alkohol) zur Entfernung der letzten 
Reste von Quecksilber und Verhinderung von Niederschligey 
haben wir vermieden in Anbetracht dessen, daB auch Jod ein 
Oxydationsmittel ist, daB sich aus Alkohol Aldehyde bilde: 
kénnen, welche bei der Nuclealfairbung unter allen Umstiinder 
vermieden werden miissen, und endlich in der Erwartung, 
da8 Residuen von Quecksilberverbindungen bei der spiter 
erfolgenden sauren Hydrolyse ohnehin entfernt werden. Die 
Organe wurden dann in iblicher Weise in aufsteigenden 
Alkohol entwiissert, in Paraffin eingebettet, die Paraffinblocke 
geschnitten und die Schnitte in iiblicher Weise mit Eiweif. 
glycerin auf Objekttrager aufgezogen. 

Systematisch durchuntersucht haben wir bis jetzt die 
meisten Organe von Ratte und Frosch. Wir kénnen die Re- 
sultate in wenigen Worten zusammenfassen: Wir haben bisher 
mit Sicherheit keine Zellen und kein Organ entdecken kénnen, 
deren Kerne keine Nuclealfarbung gegeben hitten (iiber das 
Verhalten der Blutplaittchen wird spiter in einer besonderen 
Arbeit berichtet werden), und damit ist wohl die iiberragende 
biologische Bedeutung der Nuclealsiuren dargetan; eine Be- 
deutung, die, wie wir weiter unten zeigen werden, in ihrew 
Umfang noch wesentlich erweitert werden konnte. Bei allen 
Organschnitten erwies sich die Nuclealfirbung wie bei den 
Ausstrichpraparaten als hervorragend elektive Kernfiirbemethode 
das Protoplasma und die Interzellularsubstanzen haben wr 
nicht angefirbt gefunden. — Uber einige bemerkenswerte Kon- 
plikationen wird spiter berichtet werden.’) 





1) Kurz bevor diese Arbeit der Redaktion dieser Zeitschrift eit 
geschickt werden sollte, wurden in unserem Laboratorium von R. Feulget 
und K. Voit Beobachtungen gemacht, die einer sehr eingehenden Unter: 
suchung wert erscheinen. Es ergab sich nimlich, daB Schnitte gewisset 
Organe, wenn sie mit dem Gefriermikrotom frisch erhalten waren, nach 
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Wegen des dominierenden Vorkommens des nuclealen 
' Chromatins haben wir unser Augenmerk auf solche Kerne ge- 
: richtet, die, wie die Hefe und Bakterien, anucleales Chromatin 
~ enthalten kénnen. 
' Kin in diesem Sinne interessantes Organ ist der quer- a 
: gestreifte Muskel; wurde aus Fleischextrakt doch schon von a 
' Liebig die Inosinsiure isoliert, welche als pentosehaltige 
 Nucleinsiiure die Nuclealreaktion nicht gibt. Wenn also die 
A Inosinsiure die einzige Nucleinsiiure der Muskelkerne wire, 
so dirften diese — in Analogie mit der Hefe und den Bak- 
a terien — keine Nuclealfiirbung geben. Die Kerne der Muskel- 
‘ fasern (untersucht wurden bisher Skelett-, Herz- und glatte 
' Muskeln von Ratte und Frosch) gaben aber stets die Nucleal- 
‘firbung und damit war bewiesen, daB die Inosinsiure nicht 
/ die einzige Nucleinsiure im Muskel sein kann, daf vielmehr 
‘noch daneben ein Nuclealkérper vorkommt. 
' Diese Anschauung, da in einem Kern scheinbar zwei ver- 
' schiedene Nucleinsiuren vorkommen, hat nun keineswegs etwas 
' besonders Auffalliges an sich. Erinnert sei daran, daB nach 
' Feulgen in der Pankreasdriise die pentosehaltige Guanylsiure 
ebenfalls mit einem Nuclealkérper gekoppelt vorkommt; und 
was fiir die Guanylsiure praparativ bewiesen ist, ist fiir die 
ganz analog gebaute Inosinsaiure méglich. 

Experimentell sind wir bei der Behandlung derartiger 
' Fragen folgendermaBen vorgegangen: Um einen bestimmten 
' Kern als nucleal zu erkennen, haben wir das Objekt, eventuell 














einer bestimmten Vorbehandlung doch eine diffuse Anfirbung des Proto- 
plasmas zeigten, daB die Substanz, welche dies veranlaBte, aber bei der 
_ iiblichen Behandlung mit aufsteigendem Alkohol herausgewaschen wurde, 
so da8 im fertigen Paraffinschnitt keine Anfirbung mit fuchsinschwefliger 
Sdure mehr zu sehen war. So erklirt es sich, daB dieses Verhalten uns 
‘so lange verborgen geblieben ist. Wir glauben, hier einen mikro- 
| chemischen Nachweis von Aldehyden vor uns zu haben, die keine Bau- 
: stofie, sondern Stoffwechselprodukte sind. Da die sich an unsere Be- 
/ obachtungen anschlieBenden Fragen mit den hier zu behandelnden in 
keinem engeren Zusammenhang stehen, vielmehr in ein ganz anderes 
)Gebiet hineinspielen, so sollen sie eingehend studiert und zum Gegen- 
Stand einer besonderen Abhandlung gemacht werden. 
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nach besserer Sichtbarmachung durch schwaches Anfarben mit 
sehr verdiinnter Methylenblaulésung unter Wasser eingedeckt, 
im Mikroskop eingestellt und die Koordinaten am Kreuztisch 
festgelegt. Dann wurde mit den Priparaten die Nuclealfirbung 
angestellt, wobei durch die Saurewirkung bei der Hydrolyse 
die provisorische Methylenblaufairbung wieder vollstandig ver. 
schwand. 

Wo kommt nun das nucleale Chromatin bei niederey 
Tieren vor, und wo liegt die Grenze nach den niedrigsten 
Lebewesen, die wir kennen (Bakterien)? Wir haben zu diesem 
Zweck das Studium der Protozoen in Angriff genommen, 
muBten uns aber auch hier zunichst auf ein paar Stichproben 
beschrinken. Untersucht haben wir vor allem die Ciliaten 
(Infusorien) teils aus Heuaufgiissen, teils aus dem Inhalt des 
Froschenddarms. Die bisher von uns untersuchten Ciliaten 
gaben saimtlich die Nuclealfarbung'), und damit wird die biolo- 
gische Bedeutung der ,,Nuclealsiuren“ noch mehr betont. Ent- 
sprechend den so groBen morphologischen Mannigfaltigkeiten, 
wie sie ja gerade bei den Kernen der Protozoen beobachtet 
werden, haben wir auch mit der Nuclealfairbung die abwechs.- 
lungsreichsten Bilder erhalten. 

Von den Protozoen interessierten uns nun aus den oben 
erwihnten Griinden die niedersten Glieder dieser Tierklasse, 
in der Hoffnung, hier vielleicht einen Anschlu§ an die anuclealen 
Bakterien zu finden. Wir haben einen Vertreter der gemein- 
hin zu den Flagellaten zihlenden Trypanosomen untersucht, 
nimlich Trypanosoma equiperdum, den Erreger der 
Dourine. Die Kerne gaben keine Spur einer Nuclealfarbung, 
wihrend, wie gesagt, die Ciliaten stets eine deutliche Reaktion 
erkennen lieBen. Immerhin handelt es sich hier um eine? 
negativ ausgefallenen Versuch, der mit gréBerer Vorsicht 2 
bewerten ist als ein positiver. Wir halten aber die Beobach- 
tung fiir wichtig genug, um auch andere Flagellaten mit unsere? 
Methode zu untersuchen. 





1) Aus den auf S. 230 FuBnote 1 erwihnten Griinden empfiehlt e 
sich, die Priparate vor Anstellung der Nuclealfirbung 24 Stunden in 
Alkohol stehen zu lassen 
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| Wie verhalt sich nun das Chromatin der pflanzlichen 
: Kerne? DaB Hefe und Bakterien anucleal sind, ist des dfteren 
" dargelegt worden. Von erheblichem Interesse waren jetzt noch 
‘die Kerne héherer Pflanzen, Aus diesen Nucleinsiuren dar- 
 mstellen, ist sehr schwierig, weil hier die Kerne gegeniiber 
: der Gesamtsubstanz sehr stark zuriicktreten. Aber es gibt ein 
" pflanzliches Organ, das verhiltnismaBig kernreich und, was das 
" Wichtigste ist, auch in gréBeren Mengen leicht zuginglich ist, 
> niimlich die Embryonen (Keime) von Weizenkérnern. Es ist 
» daher verstiindlich, daB gerade diese Gebilde, die bei der 
Hmodernen Miillerei beim Schilen der Kérner abspringen und 
aus der Kleie durch Sieben erhalten werden kénnen, den Bio- 
‘chemiker besonders interessiert haben. In der Tat ist es im 
"Jahre 1899 Osborne und seinen Mitarbeitern’) gelungen, aus 
)Weizenembryonen eine Nucleinsiiure darzustellen, die, wie die 
genannten Forscher zeigten, kein Thymin enthielt und sich da- 
durch von der Thymonucleinsiure unterschied. Sie nannten 
‘diese Nucleinséure Triticonucleinsiure (triticum Weizen). Spater 
haben dann Levene und La Forge?) eindeutig bewiesen, daB 
‘aus der Triticonucleinsiure sich dieselben partiellen Spalt- 
" produkte (Nucleoside) darstellen lieBen, wie aus der Hefe- 
“nucleinsaure, womit zugleich das Kohlenhydrat jener Nuclein- 
“siure als identisch mit dem der Hefenucleinsiure erkannt war. 
an der Triticonucleinsiure kommt also, ebenso wie in der Hefe- 
'nucleinsiiure, eine Pentose, und zwar die d-Ribose, vor. Damit 
war eine so weitgehende Analogie dieser beiden Nucleinsaiuren 
“festgestellt, da8 man mit einer an Sicherheit grenzenden Wahr- 
| scheinlichkeit diese beiden Nucleinsiuren als identisch ansehen | 
“kann, Auf jeden Fall hat die Triticonucleinsiure nichts mit if 
oder Thymonucleinsiure zu tun, sie gibt daher auch keine : 


i ssciacasiins inetinsipacalels 


') T. B. Osborne und G. F. Campbell, Jl. of Amer. Chem. Soc. 

‘Ba. . S. 379 (1899); Report of the Conn. Agric. Expt. Station for 

1899. — T. B. Osborne und Isaac F. Harris, Diese Zs. Bd. 86, S. 85 

en — T. B. Osborne und F. W. Heyl, Amer. Jl. of Physiol. Bd. 21, 
8.157 (1908). 

*) P. A. Levene und F. B. La Forge, Chem. Ber. Bd. 43, S. 3165 
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Nuclealreaktion. Da die Hefenucleinsiiure nunmehr in zy; 
pilanzlichen Objekten nachgewiesen war und zwar in niederey 
(Hefe) und héheren (Weizen) Pflanzen, so hat sich die Be. 
zeichnung ,,pflanzliche* Nucleinsiure fiir Hefenucleinsiure 4). 
gemein eingebiirgert, indem man stillschweigend annimmt, daf 
sie auch in anderen pflanzlichen Kernen vorkommt. 

Unseres Erachtens fehlt aber bisher irgendein Bevwej 
dafiir, daB die Hefenucleinsiiure itiberhaupt in Kernen yor. 
kommt, da, wie auf 5. 205 erwihnt, pflanzliche Kerne, die |; 
direktes Ausgangsmaterial fiir Nucleinsiiuren dienen kénnten, 
noch niemals isoliert worden sind, und man bei Verarbeitung 
komplexer Gewebe keinerlei Gewihr hat, daB daraus dar. 
gestellte Stoffe aus den Kernen stammen. DBeriicksichtigt ma 
indessen die chemische Analogie zwischen der Hefenucleinsiiur 
und der Thymonucleinsiure, von der das Vorkommen in Kernen 
in den auf 8. 205 erwihnten 3 Fallen bewiesen war, so scheint 
in der Tat eine gewisse Berechtigung fiir die Annahme vor. 
zuliegen, daB auch die Triticonucleinsiiure in den Kernen de 
Weizenembryonen vorkomme. Mit dieser voreingenommene 
Meinung gingen auch wir an die Untersuchung der pflanzlichen 
Kerne heran und erwarteten bestimmt, hier anucleales Chromatin 
vorzufinden, wie wir es in den Hefezellen und in Bakterien }: 
gefunden hatten. Wirstellten uns Schnitte (20 u) durch Weizen- 
embryonen her, indem wir diese obne Vorbehandlung direkt in 
die Klemme des Mikrotoms einspannten und derart Schuitte 
hindurchlegten, daB der Embryo getroffen wurde. Wir klebten 
die Schnitte in derselben Weise wie Paraffinschnitte mit Ei 
weibglycerin auf Objekttriger und nahmen damit die Nucleal. 
firbung vor. Diese brachte uns eine groBe Uberraschung: 
die Kerne der Weizenembryonen gaben die Nuclealfarbung, 
und zwar so schén und intensiv, wie wir sie bei tierischen Ge: 
weben niemals gesehen haben. Mit dieser Feststellung wal 
bewiesen, da8 auch in pflanzlichen Kernen ein Nuclealkorpe 
vorkommt, denn auch in anderen Pflanzenkernen (z. B. i 
Schnitten durch Zwiebeln, Pflanzenstengeln irgendwelcher Ar! 
haben wir den nuclealen Charakter der Kerne erkannt. De 
Dualismus, der bisher herrschte und die Hefenucleinsiurt 
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ebenbiirtig neben die Thymonucleinsiure stellte, ist beseitigt, 


und wir kénnen uns einer — auch biologisch zweifellos mehr f 
~ pefriedigenden — unitaristischen Anschauung zuwenden, da wir yh 
- durch das tiberwiegende Vorkommen der Nuclealsiuren so- re 


" wohl im Tier- als auch im Pflanzenreiche auch deren tiber- 
: wiegende biologische Bedeutung festgestellt haben. 
2 Wenn wir uns nun die Frage vorlegen, wo die ‘T'ritico- 
» nucleinséure, deren Vorhandensein in Weizenembryonen durch 
die sorgfaltigen Arbeiten von Osborne iiber jeden Zweifel 
‘rhaben ist, eigentlich vorkommt, so kénnen wir eine end- 
‘ giltige Antwort noch nicht geben. An sich ware es ja nicht 
ausgeschlossen, daB sie neben einer Nuclealsiure in den 
Kernen sich befindet, vielleicht sogar an diese gekoppelt. Wir 
» glauben aber, daB dieses dann den genannten Forschern nicht 
entgangen wire. Unseres Erachtens sprechen gewichtige 
Griinde fiir das Vorkommen der Hefenucleinsiure im Proto- 
‘plasma. Osborne und Harris haben ihre Nucleinsdiure 
nimlich durch einfache Extraktion der zerkleinerten Weizen- 
‘keime mit Wasser erhalten, und als wir Schnitte durch Weizen- 
‘embryonen in der gleichen Weise behandelten, konnten wir 
: unter dem Mikroskop feststellen, daB die Kerne sich gar nicht 
é verindert hatten, ja, es ist, wie unten ausgefiihrt werden wird, 
/sogar sehr schwer, die Nuclealsiure — selbst unter Anwen- 
‘dung von Alkalien — zu extrahieren. Osborne und Harris 
‘haben nun in der mit Wasser erschépften Kmbryonenmasse 
eine Bestimmung der Purinkérper vorgenommen und dabei 
“festgestellt, daB mit ihrer Methode nur etwa der dritte Teil 
der Purinkérper in Form von Triticonucleinséure darstellbar 
-war. Von der Anwendung von Alkalien zur Extraktion haben 
‘die genannten Forscher aber abgesehen, weil die Masse dann 
nicht mehr filtrierte. 
Ferner spricht fiir das Vorkommen der Hefenucleinsiure 
im Protoplasma die Basophilie des letzteren bei den Weizen- 
embryonen, die im Gegensatz zu animalischen Objekten sehr 
ausgesprochen ist. Diesem letzteren Umstande wiirden wir 
jedoch keine entscheidende Bedeutung beilegen, wenn hier 
micht eine bemerkenswerte Analogie mit der Hefezelle be- 
| Eoppe-Seyler’s Zeitschrift {. physiol. Chemie, CXXXV. 16 
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stiinde: auch die Hefezelle farbt sich in toto sehr intensj 
mit basischen Farbstoffen, so stark, daB fiir gewdhnlich oy 
Kern gar nicht zu sehen ist. Wir fihren diese Basophilj 
der Hefezellen auf das Vorkommen der Hefenucleinsiure jy 
_ Protoplasma zuriick. Wenn sich diese Anschauung als richtig 
erweisen sollte, so wiirde die Hefenucleinsiure die Bezeichnuy 
»Nucleinsiure* im biologischen Sinne zu Unrecht fiihren, deny 
sie ware dann kein charakteristisches Produkt des all. 
kernes. 

Das geschilderte Vorkommen der verschiedenen Nuclei. 
siuren in der lebenden Natur und ihre chemische Konstitutio 
lassen nun einen tieferen phylogenetischen Zusammenhang ver. 
muten. Wir stellen uns vor, daB in den niedersten Org. 
nismen — und zwar im Protoplasma — nur die Hefenuclen. 
siure, welche zugleich chemisch die einfachere ist, vorkommt 
da8 mit fortschreitender phylogenetischer Entwicklung, d.) 
in Zellen mit héher organisierten Kernen, aus ihr die kon. 
pliziertere Thymonucleinsiure hervorgeht, welche dann a 
einem spezifischen Bestandteil der Kerne wird. Hierfiir spricht 
auch der Bau der beiden Nucleinsaéuren. Die Hefenucleinsiiur 
ist entschieden die primitivere, die Thymonucleinsiure hingege 
die kompliziertere. Dies ergibt sich sowohl aus der Natur de 
stickstoffhaltigen Bausteine, als auch aus dem allgemeiua 


Bau. Der einzige Unterschied der Hefenucleinsiure von dei 


Thymonucleinsiure hinsichtlich ihrer stickstoffhaltigen Bav- 
steine ist nimlich der, daB in der Hefenucleinsiure das Uracil 
vorkommt, wihrend in der Thymonucleinsiure statt dessen da 
Homologe des Uracils, naémlich das Thymin sich findet. Sons 
sind die stickstoffhaltigen Bausteine beider Nucleinsduren gleich. 
Gerade dieses spricht fiir einen genetischen Zusammenhany 
denn Methylierungen sind im Lebensprozesse bekannte Vor 
ginge. Die Thymonucleinsiure ist aber auch ihrem allgemeiue! 
Bau nach die héhere, denn ihre a-Form, die zugleich di 
genuine ist, hat, worauf auch spiter noch hingewiesen werde! 
wird (siehe S. 240), hochkolloiden Charakter, und man mu 


annehmen, da8 in ihrem Molekiil zahlreiche einfache Nuclei 


siurekomplexe aggregiert sind, so daB hier biologische Mdglicl 








Mikroskopisch-chemischer Nachweis einer Nucleinsiure usw. 237 


keiten vorliegen, wie sie bei der Hefenucleinsiure ausgeschlossen 


sind. Endlich ware mit der Entwicklung der Hefenucleinsiure 
zur Thymonucleinsiure eine Verainderung an den Kohlenhydrat- 
komplexen verbunden, derart, daB die reduzierenden Gruppen 


‘Aldehydcharakter bekommen, welcher Umwandlung zweifellos 


eine tiefere biologische Bedeutung zukommt, obgleich wir sie 
heute nicht einmal ahnen. ‘Trotz dieses verschiedenen Ver- 


vhaltens der Kohlenhydratgruppen in der Hefe- und Thymo- 


nucleinsiure glauben wir doch etwas Gemeinsames in ihnen 
erblicken zu kénnen, was auf einen inneren Zusammenhang 
hinzudeuten scheint: die pentosehaltige Hefenucleinsiure liefert 
nimlich wegen ihres Pentosegehaltes beim Kochen mit Sauren 
grobe Mengen Furfurol, einen Aldehyd des Furans, und anderer- 
seits weist die griine Fichtenspanreaktion bei der Thymonuclein- 
siure ebenfalls auf irgendeine Beziehung ihrer kohlenhydrat- 
ihnlichen Komplexe zum Furan hin. 

Wahrend nun bei den niedersten Organismen nur die 
Urform in Gestalt der Hefenucleinsiure vorkommt, finden wir 


Fin den h6heren Pflanzen sowohl die kompliziertere Entwick- 


lungsstufe in Gestalt eines Nuclealkérpers als auch die primi- 
tive Urform in Form der Hefenucleinsiure nebeneinander 


vor. Bei Tieren geht die Entwicklung weiter: die Urform 


verschwindet ganz, aber es persistieren gewisse Bruchstiicke 


'der Hefenucleinsiure (Nucleotide), die wir in Anlehnung an 


ee Ausdrucksweise der Morphologie als ,,rudimentire Ge- 
bilde* betrachten kénnen. So fassen wir die Guanylsaure 
und die Inosinsiure auf, die ja beide im tierischen Orga- 
nismus vorkommen. Erstere ist véllig identisch mit dem in 
der Hefenucleinsiure vorkommenden guaninhaltigen Nucleotid 
(Guanosinphosphorsiure); letztere kommt zwar in der Hefe- 
nucleinsiure nicht priformiert vor, denn sie enthalt als 
stickstoffhaltigen Baustein das Hypoxanthin. Indessen ist 
das Hypoxanthin lediglich ein Desamidierungsprodukt des in 
der Hefenucleinsiure vorkommenden Adenins, so daB wir 
uns die Inosinséure als durch einen DesamidierungsprozeB aus 
dem entsprechenden adeninhaltigen Nucleotid der Hefenuclein- 


Siure hervorgegangen vorstellen kénnen. Hier erkennen wir 


16* 
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die regressive Metamorphose also sogar in Gestalt einer [a,. 
amidierung. 

Diese unsere Ausfiihrungen stellen den Versuch eine 
phylogenetischen Entwicklungsgeschichte eines biochemische, 
Baustoffs dar, eine Betrachtungsweise, wie sie nur ein Reserva 
der Morphologie zu sein scheint. Doch schon Kossel hy 
bei seinen Studien iiber die Protamine und iiber den Reifung. 
prozeB8 der Fischspermien Gedankenginge der Morphologie ni 
groBem Erfolg zu Hilfe genommen und vor nicht langer Zei 
wieder auf die Beziehungen der Biochemie zu den morpho. 
logischen Wissenschaften hingewiesen.') Der Umstand aber, dat 
wir nunmehr imstande sind, einen héchst charakteristischey 
chemischen Komplex mittels einer mikroskopisch-chemischa & 
Reaktion durch simtliche Klassen des Tier- und Pflanzen. 
reiches hindurch bis herab zu den Uranfangen der Entwicklung 
zu verfolgen, lud gerade hier zu einer solchen Studie ein. 

Voraussetzung fiir unsere Betrachtungen ist allerding, 
daB der pflanzliche Nuclealkérper die Thymonucleinsiure ode 
ein naher Verwandter von ihr ist. Dieser letztere Beweis is 
noch nicht in vollem Umfange erbracht; jedoch glauben wi. 
daB die Aufklirung des pflanzlichen Nuclealkérpers nur ein 
Frage des Materials und der Zeit sein wird. 

Wir sind namlich sofort daran gegangen, diesen wi 
erwarteten Kérper zu isolieren. Als Ausgangsmaterial habe 
wir Roggenkeime gewahlt, da Weizenkeime unter den geget: 
wartigen Verhiltnissen in Deutschland schwer in groBere 
Menge zu haben sind. Roggenkeime kénnen leicht aus de 
Kleie ausgesiebt werden. Wir iiberzeugten uns im mikr 
skopischen Priparate davon, daB deren Kerne sich gegeniibe 
der Nuclealfarbung genau so verhielten wie die der Weizer 
keime. Bei den Versuchen zur Isolierung des Nuclealkérper 
lieBen wir uns von dem Ausfall der Nuclealreaktion sowol 
in den Extrakten als auch in den Riickstinden leiten, ui 
dabei zeigte es sich, wie auBerordentlich schwer es war, de 





le 





1) A. Kossel, Uber die Beziehung der Biochemie zu den morph? 
logischen Wissenschaften. Rede gehalten bei der Jahresfeier der Heide! 
berger Akademie der Wissenschaften am 24. April 1921. 
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uns interessierenden, offenbar kolloiden K6érper aus den von 


* semipermeablen Membranen umschlossenen pflanzlichen Zellen 
‘selbst mit verdiinnten Alkalien zu extrahieren, Wir haben 
" uerst versucht, die Cellulosehiillen der Zellen teils durch 


(berfiihrung in das Cellulosexanthogenat (Viscose) durch Be- 
handlung mit Natronlauge und Schwefelkohlenstoff, teils durch 
Digestion mit ammoniakalischer Kupferlésung (Schweizers 
Reagens) in Lésung zu bringen. Wir sind aber hiervon 


"wieder abgekommen und bedienen uns nunmehr eines Macera- 


tionsverfahrens, durch das es uns gelang, die Gebilde bis in 
die einzelnen Zellen zu zerlegen. Wir haben aus dem so vor- 
bereiteten Material einen phosphorreichen Kérper erhalten, 


der in der Tat die Nuclealreaktion gibt, d.h. er liefert nach 


milder Hydrolyse (ohne diese jedoch nicht) eine kraftige Reak- 
tion mit fuchsinschwefliger Siure. Die Substanz verhilt sich 


Halso in dieser Beziehung genau so wie die Thymonucleinsiure, 


‘und wir betrachten diese in vitro angestellten Versuche als 
einen Beweis fiir unsere Anschauungen, die wir uns zuvor auf 


eGrund des Ausfalls der Nuclealfarbung im mikroskopischen 
‘Priparat gebildet hatten. Da wir indessen den Nuclealkérper 
‘noch nicht in geniigender Reinheit dargestellt haben, so soll 
‘Genaueres hieriiber erst spiter mitgeteilt werden. 


Betrachten wir an dieser Stelle noch einmal den Gedanken- 


igang, dem wir gefolgt sind: bei der Thymonucleinséure wurde 


‘die Nuclealreaktion zuerst aufgefunden und diese zur Erkennung 
der Nuclealkérper in vitro benutzt. Auf Grund der Nucleal- 


"reaktion wurde die Nuclealfarbung ausgearbeitet und diese 


gab, auf pflanzliche Kerne angewandt, den mikroskopisch- 
chemischen Nachweis fiir das Vorkommen von Nucleal- 
kérpern auch in pflanzlichen Kernen. Aus pflanzlichen Kernen 
wurde dann endlich ein Stoff gewonnen, der in vitro wieder 
die Nuclealreaktion gab, so daB der Reagenzglasversuch das 
Resultat der mikrochemischen Methode bestatigte und als 
letztes Glied die Kette gleichsam schloB. 

Durch unsere Versuche glauben wir die iiberwiegende 
biologische Bedeutung derjenigen Nucleinstoffe nachgewiesen zu 
haben, welche die Nuclealreaktion geben. Demgegeniiber muB 
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die Hefenucleinsiure entschieden in den Hintergrund tretey, 
Wir méchten dies betonen, weil von manchen Forschern nicht 
nur eine voéllige Analogie, sondern auch eine gewisse biologische 
Ebenbiirtigkeit angenommen wird, pflegen doch viele Versuche 
auf dem Gebiete des Purinstoffwechsels mit Hefenucleinsiiure 
oder Derivaten dieses Kérpers angestellt und, was unseres 
Erachtens ganz unzulassig ist, verallgemeinert zu werden, 
Nach den friher besprochenen, der Thymonucleinsiure eigen. 
tiimlichen Reaktionen zu urteilen, unterscheidet sich die Thymo. 
nucleinsdure sehr wesentlich von der Hefenucleinsiure, und 
wir kénnen uns nicht vorstellen, dab, wie es Levene und 
seine Mitarbeiter annehmen, der einzige Unterschied zwischen 
diesen beiden Nucleinsiuren der sein soll, da’ die Hefenuclein- 
siure eine Pentose, die hymonucleinsiure aber statt dessen 
eine Hexose enthielte, wonach die Thymonucleinsiure ledig- 
lich um je eine CHOH-Gruppe in den einzelnen Kohlen- 
hydratkomplexen gréBer wire als die Hefenucleinsiure, also 
gewissermaBen eine Art Homologie bestiinde, im_ iibrigen 
aber vollkommen gleich wie die Hefenucleinsiure gebildet 
ware. 

Kin grundlegender Unterschied zwischen der Hefenucleiu- 
siure und der Thymonucleinsiure besteht aber weiter dari. 
daB die letztere in zwei Modifikationen darstellbar ist, nimlich 
in einer a- und b-Form (Kossel), von der die a-Form in wab- 
riger Lésung gelatiniert und hochkolloiden Charakter hat. 
wihrend bei der Hefenucleinsiure nichts Derartiges beobachtet 
worden ist. In der gelatinierenden a-Form, welche zugleich 
die genuine ist, sind offenbar zahlreiche Molekiile zu Kom- 
plexen hdherer Ordnung zusammengeschlossen und dadurch 
ergeben sich biologische Méglichkeiten, fiir die bei der Hete- 
nucleinsiure die Vorbedingungen fehlen. Auch Steude! 
macht auf den Unterschied zwischen Thymonucleinsdure und 
Hefenucleinsiure aufmerksam, indem er betont, daB die Heie- 
nucleinsiure gegeniiber Alkalien sehr empfindlich ist und schoi 
beim Stehen bei alkalischer Reaktion ihrer Lésung leicht in dic 
Nucleotide zerfallt, wihrend dies bei der Thymonucleinsaure 
nicht der Fall ist. 
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Die Technik der Nuclealfarbung. 


Als Schulbeispiele zum Studium der Nuclealfirbung eignen 
ich einfache Ausstrichpraparate von kernhaltigen Blutkérperchen, 
leukocytenhaltigen Fliissigkeiten und Spermatozoen. Diese 
Objekte sind um so anziehender, weil, wie auf S. 205 aus- 
vefiihrt worden ist, aus ihnen die thymonucleinsdurehaltigen 
Kerne isoliert worden sind, und es ist ein eigenartiges Gefuhl, 
die Anschauungen der ailteren Forscher nunmehr auch durch 
eine ,,Kernfarbung“ bestatigen zu kénnen. Man wahlt am be- 
quemsten Ausstrichpraparate von Froschblut, Ausstriche von 
Froschhoden (lange, geiBelformige K6pfe!) und Praparate vom 
menschlichen Blut (am besten vom Blut eines Leuki- 
; mikers), oder auch von frischem Eiter. Diese Objekte werden 
in tiblicher Weise mittels Durchziehen durch die Flamme 
fmert. 

Organpraparate werden erst in einer Sublimatlésung (6 : 100), 
lie mit 2°/, Kisessig versetzt wird, fixiert. Diese Fixiermethode 
hat sich uns fiir tierische Objekte vorziiglich bewahrt. Nach 
ler Fixage (etwa 24 Stunden) wird in flieBendem Wasser 
1 Tag lang) gut gewissert und in aufsteigendem Alkohol (70°/,, 
46°/,, absol.) das Wasser entzogen. Die Objekte werden dann 
iber Xylol und Xylol-Paraffin in Paraffin itibertragen und in 
iblicher Weise geschnitten (10 uw). Die Schnitte werden mit 
HiweiBglycerin auf Objekttrager gezogen, nach dem Trocknen 
durch Erwarmen angeschmolzen, das Paraffin in Xylol auf- 
selést und iiber absteigenden Alkohol (96°/,, 70°/,) in Wasser 
ibergefiithrt. Dem absteigenden Alkohol wird zweckmiBig 
!"!, Dimethylcyklohexandion (Dimedon)') zugesetzt, um die im 
Alkohol stets vorhandenen und sich leicht durch Oxydation 
durch den Luftsauerstoff bildenden Aldehyde zu binden. Samt- 
liche Priparate, auch Ausstrichpriparate bleiben aus den auf 
S. 234 FuBnote erérterten Griinden am besten 24 Stunden in 
dem 96°/, igen Alkohol stehen. 

Die Schnitte dirfen nicht zu dick sein (10 uw bei anima- 
ischen Objekten); sonst erleidet die fuchsinschweflige Siure 


1) Handelsprodukt der Firma C. A. F. Kahlbaum, Berlin Adlershof. 
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beim Hineinstellen der mit Wasser durchtrinkten Objekte jy 
diesen selbst im ersten Augenblik eine derartige Verdiinnung 
daB nach dem auf 8. 214 und 215 Mitgeteilten eine rote Farhp 
entsteht. Diese verschwindet allerdings wieder nach Ausgleic} 
der Fliissigkeiten im Objekt und au8erhalb desselben, wird 
jedoch bei der Weiterbehandlung leicht wieder  sichtbay 
Diese Erscheinung nennen wir in unserem Laboratorium 
,, Wassereffekt“. Man kann ihn sehr schén zeigen, wenn may 
dicke Gelatine, einmal in Wasser gequollen, einmal trocken iy 
fuchsinschweflige Siure hineinbringt: die mit Wasser durch. 
trankte Gelatine fairbt sich voriibergehend rot. 

Zur Ausfiihrung der Nuclealfirbung bendtigt man eine 
etwa n-Salzsiure (82,5 ccm konz. Salzsiure vom Spez. Gew. 1,14 
in 1 Liter), fuchsinschweflige Saiure, eine Cuvette fiir letztere 
und einige Bechergliser nebst einem Thermometer. Das Be. 
handeln der Priparate mit der fuchsinschwefligen Siure ge. 
schieht niemals durch Auftropfen der letzteren auf den Objekt. 
trager (s. S. 215), sondern stets durch Kintauchen des Priiparats 
in eine mit dem Reagens angefiillte geriumige, luftdicht ge- 
schlossene Cuvette. Solche mit Nuten und erweitertem Ober. 
teil, die etwa 4—6 Objekttriger aufnehmen kénnen, sind am 
besten geeignet. Die Trége pflegen mit eingelassenen Deckeln 
versehen zu sein, die aber, wie die GefaBe, gepreBt sind und 
nicht luftdicht schlieBen. Wir pflegen die obere (ebene) Fliiche 
der Deckel auf einer mattierten Glasplatte mit Schmuirgel 
plan zu schleifen, und dieselbe Operation mit dem oberen 
Rande der Trége vorzurehmen. Die Deckel werden dann also 
verkehrt herum gebraucht und mit etwas Hahnenfett eingefettet. 
Die Hydrolyse erfolgt in einem Becherglas mit n-Salzsiure, 
in die, durch eine Klemme festgehalten, ein Thermometer 
hineintaucht, und die durch einen untergestellten Mikrobrennet 
auf 60° gehalten wird. Das Becherglas steht dabei auf einem 
Drahtnetz, das iiber einen DreifuB gelegt ist. Fiir ausgedehnte 
Arbeiten empfiehlt sich das Konstanthalten der Temperatut 
durch einen kleinen Thermoregulator. Die Praparate werdeu 
am besten nacheinander hydrolysiert und die Objekttrager 
dabei gegen das Thermometer gelehnt (man kann sie natiirlich 
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auch zu mehreren in geeigneten Gestellen nebeneinander 
hydrolysieren). In das Becherglas fillt man so viel n-Salzsiure, 
daB der obere Teil der senkrecht stehenden Objekttrager aus 
der Siure herausragt und die zum Anfassen dienende Pinzette 
nicht mit ihr in Beriihrung kommt. Nach dem Einfiillen der Saure 
markiere man sich den Stand durch einen Fettstift; das Wasser 
der verdiinnten Salzsiure verdampft nimlich ziemlich schnell 
und muf haufig durch NachgieBen von destilliertem Wasser 
bis zur Marke wieder ergiinzt werden. Abgesehen von der auf 
60° erhitzten Salzsiure stellt man sich ein kleines Becherglas 


| mit kalter Salzsiure derselben Konzentration zur Hand, geht 


mit dem im Wasser stehenden Objekttriger einige Augenblicke 
in die kalte n-Salzsiure hinein und stellt ihn dann zwecks 
Hydrolyse in die auf 60° erwirmte Salzsiiure. Nach 4 Minuten 
unterbricht man den ProzeB durch sofortiges Eintauchen des 
Objekttrigers in die kalte Salzsiure, wischt die Siure mit 
Wasser kurze Zeit (einige Augenblicke) aus und bringt den 
Objekttriger dann in die -fuchsinschweflige Saure. Hierin 
bleiben -animalische Priparate 1—1'/, Stunden, pflanzliche 
Priparate besser 3 Stunden. 


Herstellung der fuchsinschwefligen Saure. 


Kine warme Liésung von 0,5 g Fuchsin in 100 ccm Wasser 
wird filtriert, nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur reich- 
lich Schwefeldioxyd eingeleitet und zur vdélligen Entfarbung 
24 Stunden verschlossen stehen gelassen. Dann bringt man 


das Reagens in eine Saugflasche, welche mit einem Stopfen 


luftdicht verschlossen wird, evakuiert mit der Wasserstrahl- 
pumpe und halt das Reagens etwa 10 Minuten lang unter 
Schiitteln im Vakuum (etwa 15 mm Hg), wobei der gréBte Teil 
des iiberschiissigen Schwefeldioxyds entfernt wird. Diese 
Methode der Darstellung ist jedoch umstindlich, und vor allem 
ist die Menge des noch vorhandenen Schwefeldioxyds schwer 
wu dosieren, was aber in hohem Grade erwiinscht ist, weil das 
Reagens bei Anwesenheit von zuviel schwefliger Saure an 
Kmpfindlichkeit einbiBt. Wir haben daher in bekannter Weise 
das SO, in der Fuchsinlésung selbst aus Natriumbisulfit und 
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Salzsiure entwickelt und das Optimum der Gewichtsmengey 
dieser Stoffe empirisch ausprobiert. Wir empfehlen daher 
folgenden Arbeitsgang: 

1,0 g zerriebenes Fuchsin?) wird in einem Erlenmeyer. 
kolben mit 200 ccm siedendem Wasser iibergossen und zy 
Lésung 6fter umgeschiittelt. Wenn die Farblésung auf etwa 
50° abgekiihlt ist, filtriert man in das mit Schliffstopfen ver. 
sehene Vorratsgefi8 hinein, versetzt mit 20 ccm n-Salzsiiure, 
kiihlt durch Berieseln mit Wasser auf etwa 25° ab (wobei sich 
das Hydrochlorid haufig als roter Niederschlag ausscheidet) 
und lést in der Farblésung 1,0 g trockenes Natriumbisulfit 
(pro analysi) auf. Die Entfarbung ist in einigen Stunden in 
wesentlichen beendet, doch lasse man die Fliissigkeit mindestens 
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Das Reagens ist, 
wohl verschlossen und dunkel aufbewahrt, anscheinend sehr 
lange haltbar; doch ist dringend zu empfehlen, die in der 
Cuvette befindliche Lésung 6fter zu erneuern, unter allen Um. 
stinden dann, wenn sie bei langerem Gebrauch einen Stich 
ins Rétliche bekommen hat. Im iibrigen bleibt das Reagens 
stets in der Cuvette stehen, und man vermeide zweckmibig 
ein 6fteres UmgieBen. Doch ist ein Stehenlassen in der Cuvette 
nur dann angangig, wenn letztere wie oben beschrieben, durch 
eine aufgeschliffene Platte luftdicht verschlossen werden kann, 
andernfalls verdirbt die Lésung in wenigen Tagen unter Rot- 
farbung, die bei ruhigem Stehen zunachst in den oberen Teilen 
der Flissigkeit, d.h. da, wo leicht SO, entweichen und 0, 
hinzutreten kann, sich bemerkbar macht. Man setze das 
Reagens nicht dem direkten Sonnenlichte aus. 

Nach dem Behandeln mit der fuchsinschwefligen Siure 
miissen die Priparate griindlich ausgewaschen werden. Dabei 
hat man das Folgende zu beachten: 

Taucht man einen mit fuchsinschwefliger Saure benetzten 
Objekttrager in ein Becherglas mit Wasser, so firbt sich dieses 
aus den auf S. 214 erérterten Griinden in kurzer Zeit rot. 


') Diamantfuchsin (Merck) gab eine gelbstichigere fuchsinschwef lige 
Siiture als reines Parafuchsin. Einen Unterschied im Gebrauch haben 
wir noch nicht bemerkt. 








gen 
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Hierdurch kann eine Anfarbung des Praparates erfolgen, die 
keine Nuclealfarbung ist. Wir umgehen diese Schwierigkeit, 
indem wir zum Abspiilen SO,-haltiges Wasser benutzen. Am 
einfachsten stellt man sich eine geeignete Spiilfliissigkeit her, 
indem man a) 200 ccm Leitungswasser, b) 10 ccm einer vor- 
ritig zu haltenden 10°/,igen Lisung von kiuflichem wasser- 
freien Natriumbisulfit und c) 10 cem n-Salzsiure mischt. Die 
Vorratslésung des Natriumbisulfits ist luftdicht aufzubewahren, 
da sie leicht oxydiert und dann unwirksam wird. Die Spiilfliissig- 
keit soll stark nach Schwefeldioxyd riechen. Man stellt sich drei 
geriumige mit Uhrglasern bedeckte Bechergliser mit der Lésung 
zur Hand und bezeichnet sie mit I, I und III, Das Praparat 
kommt aus der fuchsinschwefligen Siiure sofort in das Becher- 
glas I, dann in II und darauf in III, wird endlich mit Wasser 
gut abgespiilt und getrocknet bzw. bei Schnitten in tiblicher 
Weise weiterbehandelt. Wir beschreiben diese Operation des 
Auswaschens deswegen so genau, weil ein unsachgemiBes Vor- 
gehen Nebenfirbungen veranlassen kann. Man kann der Spiil- 
flissigkeit namlich nicht ansehen, ob sie nicht schon viel 
fuchsinschweflige Siaure enthalt. Aus diesem Grunde ist die 
Reihenfolge der Spiilfliissigkeiten stets im gleichen Sinne ein- 
zuhalten, wenn man sie nicht nach jedem Praparat erneuern 
will. Mindestens einmal taglich miissen die Spiilbaider durch 
frische ersetzt werden. Kine weitere Komplikation kann in 
folgeender Weise hervorgerufen werden: Schon auf 8.224 wurde 


erwihnt, daB& Schreibpapier, welches mit fuchsinschwefliger 


Siure getriinkt war, sich nur schwer durch Auswaschen selbst 


mit SO,-haltigem Wasser vollstandig von dem Reagens befreien 


laBt. Derartiges Papier sieht zwar in der fuchsinschwefligen 


| Siure und in den Spiilbidern farblos aus, lauft aber dann 
| beim Abspiilen mit reinem Wasser und besonders beim Trocknen 


violett an. Abhnliches haben wir bei manchen Zellmembranen 
in pflanzlichen Geweben beobachtet; z.B. halt die AauBere 
Membran der Weizenkérner die fuchsinschweflige Siure hart- 
nickig fest, so daB ein Schnitt durch einen noch von seinem 


_ Mehlkérper umgebenen Weizenembryo von einem roten Saum 


elngefaBt erscheint. Diese Farbe entsteht nicht etwa in der 
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fuchsinschwetligen Saure, auch nicht im SO,-haltigen Wasser, 
wie man leicht durch Eindecken mit SO,-haltigem Wasser fest. 
stellen kann, sondern erst beim Abspiilen des letzteren mit ge. 
wohnlichem Wasser bzw. beim Fertigmachen des Priparates, 
Wir haben bisher vergeblich versucht, dieser Schwierigkeit, die 
allerdings nur einen Schénheitsfehler im Gefolge hat, Herr z 
werden. Durch laingeres Auswaschen in SO,-haltigem Wasser 
kann man diese stérende Farbung erheblich herabmildern. ie 
Méglichkeit einer Verwechslung mit der Nuclealfarbung braucht 
nicht befiirchtet zu werden, da die Farbe natiirlich auch bei 
nichthydrolysierten Priparaten auftritt und keine Kernfarbung 
ist. Sie ist auch ausgesprochen rot. Animalische Objekte he. 
diirfen nur eines verhiltnismaBig kurzen Auswaschens (im ganzen 
etwa 5—10 Minuten). 

Wie des éfteren erwihnt, kann zur sicheren Beurteilung 
einer Kernfarbung als Nuclealfairbung ein Kontrollversuch 
dienen, indem ein Praparat ohne Hydrolyse nach kurzem Ein- 
tauchen in kalte n-HC] der Wirkung der fuchsinschwefligen Siure 
ausgesetzt wird. Die Kerne diirfen dann keinerlei Anfarbung 
zeigen, und wir haben in der Tat noch niemals Kerne beobachtet, 
die sich unter diesen Umstinden angefarbt hatten. Doch ist 
zu beriicksichtigen, daB die fuchsinschweflige Siure selbst sauer 
reagiert und daher zu einer Hydrolyse Veranlassung geben & 
kann. Bei halbstiindigem Stehen der Praparate in dem Reagens & 
kommt die hydrolysierende Wirkung nicht merklich zur Geltung, 
so daB fiir den erwahnten Kontrollversuch eine langere Be. 
handlung mit der fuchsinschwefligen Saure nicht ratsam ist. 
Doch haben wir bei vielstiindigem Stehen der Priparate in 
der fuchsinschwefligen Siéure Anfarbungen beobachtet. Wi 
haben sogar versucht, die Hydrolyse der fuchsinschwefligen 
Saure allein zu iiberlassen, indem wir hofften, dadurch das 
Verfahren noch mehr zu vereinfachen. Aber abgesehen davon, 
da8 das Farbeverfahren dadurch sehr in die Linge gezogen 
wird (héhere Temperaturen sind wegen Zersetzung der fuchsin- 
schwefligen Siure nicht anwendbar), war der Ausfall der 
Farbung bei weitem nicht so schén wie bei gesondert vor- 
genommener Hydrolyse. 
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Zum SchluB einige Worte iiber den hydrolytischen Kingriff. 


Damit die Nuclealfarbung satt ausfillt, ist eine Hydrolyse 


| ganz bestimmter Intensitét erforderlich. Man wird natiirlich 
' im Interesse der Schonung der Priaparate die mildeste Hydrolyse 


' anwenden, und dieser entspricht die oben geschilderte Arbeits- 
_weise. Die Temperatur von 60° an sich schien uns nicht zu 


‘hoch, da auch Paraffineinbettungen bei dieser Temperatur 


' ausgefiihrt werden. Man kann natiirlich sowohl mit der Tem- 
peratur als auch mit der Wasserstoffionenkonzentration der 


Siure erheblich herabgehen, muB aber dann die Zeit ent- 


: sprechend verlingern, so daB der Effekt der gleiche bleibt. Ob 
_ sich hierbei Vorteile ergeben, erscheint fraglich, wird aber 


' yurzeit untersucht. Es ist erstaunlich, wie gut die Objekte die 


' Hydrolyse iiberstehen. 


Wir hatten den EKindruck, daB das Optimum der Intensitat 


| des hydrolytischen Eingriffs bei allen Praiparaten — _ gleich- 


giiltig, ob sie dem Tier- oder dem Pflanzenreiche entstammen — 


| gleich ist, und Versuche, iiber die noch genauer berichtet 


werden soll, haben dies bestiitigt. Daraus folgt, daB die An- 


' stellung der Nuclealfarbung ganz mechanisch und zwangliutig 


pas Gi 
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ist. Man arbeitet mit Thermometer und Uhr, laBt die Reak- 


tionen in einer ein fiir allemal ausprobierten Weise spielen 
und iiberl&Bt diesen das iibrige. Eine Uber firbung ist bei 
der Nuclealfarbung ausgeschlossen. 

Zum Schlu8 méchten wir darauf hinweisen, dab die Nucleal- 
farbung selbstverstandlich die bisherigen Kernfairbemethoden 
nicht ersetzen soll, um so mehr, als sie mit diesen nichts ge- 
mein hat; wir glauben aber, mit ihr Probleme angeben zu 
kénnen, die vorher einer experimentellen Forschung nicht zu- 
ginglich waren. 

Die Versuche werden in unserem Laboratorium fortgesetzt 
und wir behalten uns die Bearbeitung der aus der Auffindung 
ler Nuclealfarbung sich ergebenden Fragen ausdriicklich vor. 
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Nachtrag. 


Wahrend der Drucklegung dieser Arbeit erschien cing 
Abhandlung von Steudel und Peiser’), in der diese Autorey 
die Nuclealreaktion und die griine Fichtenspanreaktion ay 
das bei der partiellen Hydrolyse der Thymonucleinsiure ap. 
geblich entstehende Furfurol zurickfiihren. Wir halten eine 
solche Erklarung fiir ganz unmédglich. Nach Steude); 
eigenen Angaben?) kénnen sich aus Thymonucleinséure nu 
Spuren von Furfurol bilden (rund ein Tausendstel der ap. 
gewandten Nucleinsiuremenge), selbst unter der fiir die Nucleal. 
reaktion unzutreffenden Voraussetzung, daB die Hydrolyse his 
zur Zerstérung der kohlenhydratahnlichen Komplexe fortgesetzt 
wird. Solche Spuren Furfurol sind den erwihnten Reaktionen 
gegeniiber vollig unterschwellig, und selbst ihre Vermehrung 
um das Tausendfache wiirde bei der Nuclealreaktion, wie 
sie nach 8. 216 ausgefiihrt wird, keine Farbung mit fuchsin. 
schwefliger Saure geben. AuBerdem kann man partiell hydroly- 
sierte mikroskopische Praparate stundenlang in Wasser, Alkoll 
oder Ather stehen lassen, ohne da® die Anfarbbarkeit der 
Zellkerne bei der nachtriglichen Behandlung mit fuchsin- 
schwefliger Saiure beeintrichtigt wird, so daB bei der leichten 
Léslichkeit des Furfurols in den genannten Lésungsmitteln 
dieses auch bei der Nuclealfarbung nicht in Frage kommen 
kann. Zu den Versuchen der genannten Autoren soll in einer 
besonderen Arbeit unter der Uberschrift ,,Uber die fir die 
Nuclealfarbung und Nuclealreaktion verantwortlich zu machendeu 
Gruppen“ noch Stellung genommen werden. 


) H. Steudel u, E. Peiser, Diese Zs. Bd. 132, S. 297 (1924). 
*) H. Steudel, Diese Zs. Bd. 56, S. 214 (1908). 








Uber den Mechanismus der Nuclealfirbung. 
I. Mitteilung. 


Uber den Nachweis der reduzierenden Gruppen in den Kernen 


partiell hydrolysierter mikroskopischer Praparate. 
Von 
R. Feulgen und K. Voit. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitét GieBen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Januar 1924,) 


In einer friiheren Arbeit haben Feulgen und Rossen- 


» beck?) eine Methode zum mikroskopisch-chemischen Nachweis 


einer Nucleinsiure vom ‘'ypus der Thymonucleinsiiure an- 
gegeben. Sie beruhte auf der schon vor Jahren von Feulgen”) 


_ mitgeteilten Beobachtung, daB bei der Thymonucleinsiure die 


nach partieller milder, saurer Hydrolyse durch Abspaltung der 


| Purinkérper freiwerdenden reduzierenden Gruppen sich anders 
 verhalten als die der Zucker, einschlieBlich der Pentosen, indem 
| die reduzierenden Gruppen der Thymonucleinsaure sich mit der 
| fuchsinschwefligen Saure zu einem intensiven violetten Farbstoff 
_verbinden. Intakte Nucleinsiure gibt die Reaktion nicht. Diese 
_ ganze Erscheinung (also die Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure 
uach voraufgegangener partieller Hydrolyse) wurde ,,Nuclealreak- 
_ tion“ genannt; sie gestattet eine Unterscheidung der Thymonuclein- 


') R. Feulgen u. H. Rossenbeck, Diese Zs. Bd. 185, S. 203 (1924). 
*) R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 92, S. 154 (1914). Derselbe, ebenda 


Bd. 100, S$. 241 (1917). Zusammenfassende Darstellung in R. Feulgen, 
' Chemie und Physiologie der Nucleinstoffe. Berlin, Gebriider Borntriger, 
| 1923 [Band V von A. Kanitz, Die Biochemie in Einzeldarstellungen). 
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siure von den pentosehaltigen (Hefenucleinséiure, Guanylsiiure, 
Inosinsaiure), welch letztere wegen Vorkommens einer Pentose 
die Nuclealreaktion nicht geben. 

Auf der Nuclealreaktion beruht die Nuclealfairbung: 
Taucht man ein mikroskopisches Praparat, welches thymo- 
nucleinséurehaltige Kerne enthalt, in die an sich farblose, bzv. 
schwach gelb gefarbte fuchsinschweflige Siure, so besteht 
keinerlei Veranlassung fiir die Entstehung eines Farbstoffs: 
das Priparat bleibt mithin ungefarbt. Wird aber in einem 
Parallelversuche ein analoges Priparat einer partiellen sauren 
Hydrolyse unterworfen, so werden dabei aus dem Verbande 
der Thymonucleinsiure die Purinkérper abgespalten, die redu- 
zierenden Gruppen werden frei, bleiben aber, da sie ein Be 
standteil des Nucleinsiiurerestes sind, an Ort und Stelle im 
Kerne und verbinden sich, wenn das Praparat nunmebhr in die 
fuchsinschweflige Siure hineingetaucht wird, mit dem wirksamen 
Prinzip dieses Reagenses zu einem violetten Farbstoff. So ent- 
steht eine prachtvolle ,,Kernfairbung“, die auf ganz neuer Basis 
beruht und mit keiner von den bisher bekannten zu vergleichen ist. 

Nach der Anschauung der genannten Autoren miiBten also 
bei der partiellen sauren Hydrolyse der Zellkerne in mikro- 
skopischen Priparaten reduzierende Gruppen auftreten, 
und ihr Nachweis soll in dieser Arbeit gefiihrt werden. 

Wir wissen durch die Arbeiten von Kossel und Neu- 
mann’) daB8 bei milder saurer Hydrolyse der Thymonuclein- 
siure die Thyminsiure entsteht, deren reduzierende Gruppen 
von Feulgen’) bzw. von Feulgen und Landmann’) genauer 
studiert worden sind, nachdem die Tatsache, dab die Thymo- 
nucleinsiure nach saurer Hydrolyse iiberhaupt reduzierend 
wirkt, bereits viel friiher von Steudel*) festgestellt worden 
war. Die Thyminsiure ist es, welche fiir das Zustandekommen 
der Nuclealfarbung verantwortlich gemacht werden muf. Die 
in mikroskopischen Praparaten bei der partiellen Hydrolyse 


1) A. Kossel u. A. Neumann, Diese Zs. Bd. 22, S. 80 (1896/97). 
*) R. Feulgen, s. 8. 180 FuBnote 2. 

3) R. Feulgen u. G. Landmann, Diese Zs. Bd. 102, S. 262 (191%). 
*) H. Steudel, Diese Zs. Bd. 55, S. 410 (1908). 
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freiwerdenden Gruppen sind also von derselben Art wie 
bei der Thyminsiure und deswegen kénnen wir die Reaktionen, 
die Feulgen friiher mit der reinen Thyminsiure ausgefihrt 
hatte, auch von Kernen partiell hydrolysierter mikroskopischer 


'Priparate erwarten. So hatte Feulgen') von der Thymin- 


siure angegeben, dab sie ammoniakalische Silberlésung unter 
Bildung von Silbersol zu reduzieren vermag und dement- 


sprechend durften wir erwarten, daB auch ein partiell hydroly- 
‘sierter thymonucleinsiurehaltiger Kern im mikroskopischen 


Priparate aus einer Silberlésung Silber abscheidet, das im Kern 


‘sich kolloidal niederschlagen und letzterem eine braune Farbe 


erteilen muBte. Ferner war zu erwarten, daB ein mikro- 


skopisches Praparat ohne Hydrolyse die erwahnten Ver- 


inderungen nicht zeigen wiirde. 

Wir hatten uns in unseren Erwartungen nicht getiuscht. 
Denn es ist uns gelungen, die bei der partiellen sauren Hydro- 
lyse freiwerdenden reduzierenden Gruppen mit aller Schirfe 
nachzuweisen. 

Bei der Auswahl der Silberlésung war vorher einiges zu 
beriicksichtigen. Ammoniakalische oder gar ammoniakalisch- 
alkalische Silberlésungen werden zwar am leichtesten reduziert, 


‘lésen aber wegen ihrer alkalischen Reaktion die Kerne in 
tkurzer Zeit auf. Kine Lésung von gewoéhnlichem Silbernitrat 
hinwiederum reagiert zu triage, weil sie wegen hydrolytischer 
Dissoziation des Silbernitrats sauer reagiert. Wir benutzten 
‘daher eine Silberlésung, welche mit Silberoxyd gesittigt war, 
undem wir zu einer 2°/,igen wiBrigen Lésung von Silbernitrat 
‘soviel verdiinntes Ammoniak zusetzten, bis der dunkle Nieder- 
‘Schlag bestehen blieb und dann filtrierten. 


Die meisten histologischen Praparate sind nun fir unsere 


Versuche nicht gut geeignet, weil deren Protoplasma redu- 
wierend wirkt und man daher keine so schénen Bilder erhiilt. 
Am besten eignen sich Ausstriche von Froschblut, deren 
Erythrocyten bekanntlich kernhaltig sind. Wir lieBen die 
Ausstrichpriparate, nachdem sie in iblicher Weise mittels 


') R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 101, S. 296 (1918). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXV. 17 
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Durchziehen durch die Flamme fixiert waren, mehrere Tag 
in der erwihnten Silberlésung im Dunkeln stehen und gleich. 
zeitig eingetaucht auch solche, welche vorher wahrend 4 Minute) 
bei 60° in n-Salzsiure einer partiellen Hydrolyse unterworfey, 
also dem gleichen Eingriff ausgesetzt waren, wie er bei de 
Nuclealfirbung angewendet wird. (Nach der Hydrolyse wurde 
gut ausgewaschen.) Der Erfolg war der erwartete: Nach 1 Tag 
hatten sich die Kerne der hydrolysierten Priaparate bereits 
braun gefarbt; nach 4 Tagen war die braune Farbe noch 
stiirker geworden und nach 1 Woche zeigte sich eine satte 
Braunfirbung, die im Laufe einer weiteren Woche vielleicht 
noch intensiver wurde. Dagegen zeigten simtliche nicht 
hydrolysierten Parallelpriparate, welche stets gleich lange der 
Wirkung der Silberlésung ausgesetzt waren, keinerlei braune 
Kernfarbung. 
Die Untersuchungen werden von uns fortgesetzt. 
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Zur Kenntnis der nattirlichen Porphyrine. 
VI. Mitteilung. 
Uber die Verbreitung der Porphyrine in Organen. 
Nachweis eines Porphyrins in der Hefe. 
Von 


Hans Fischer und Karl Schneller. 


(Aus dem organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen). 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Dezember 1923.) 


Das Koproporphyrin wurde von H. Fischer aus Harn 
und Stuhl von Porphyrinpatienten in reinem, krystallisiertem 
Zustand dargestellt und es wurden auch seine spektroskopischen 
Konstanten ermittelt, so daB die Erkennung auch geringer 
Mengen des genannten Farbstoffes erméglicht war. Nach den 
spektroskopischen Untersuchungen von Garrod’) ist es in 
hohem MaBe wahrscheinlich, daB auch im normalen Harn 
dieses Porphyrin vorkommt, indem die spektroskopischen 
Zahlen des genannten Autors nur auf Koproporphyrin stimmen. 
Von Schumm?) sind diese Untersuchungen wiederholt worden und 
Schumm hat auch zuerst den SchluB gezogen, daB es sich 
um Koproporphyrin handeln kénne. Schumm fand auch, dab 
die Menge des Koproporphyrins mit der Ernahbrung zusammen- 
hingt. Er beobachtete Porphyrin im Harn nur nach Fleisch- bzw. 
BlutgenuB, waihrend er es bei Fleischenthaltung regelmaBig 
vermibte. Schumm driickt sich wie folgt aus: ,,Der Porphyrin- 
gehalt schwankt stark, ist auch bei relativ hohem Gehalt ab- 
solut gering und wahrscheinlich in hohem Grade vom Gehalt 


1) Jl. of Physiol. Bd. 13, S, 598 (1892). 
*) Diese Zs. Bd. 126, S. 170 (1923). 
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der Nahrung an Blutfarbstoff abhingig.“1) Im experimentelley 
Teil der Arbeit, der dieses Zitat entnommen ist, hat er jy 
siimtlichen fleischfrei ernihrten Fallen festgestellt, daB Por. 
phyrin spektroskopisch nicht nachweisbar sei und es ist deshall 
nicht zu verstehen, da8B Schumm sich gegen die Ausdrucks. 
weise des einen von uns in der Miinchener medizinische) 
Wochenschrift”) wendet, daB er es ohne FleischgenuB scheinbar 
regelmaBig vermiBt. Das Wort ,,scheinbar“ hatte unserer Ap. 
sicht nach ruhig weggelassen werden kénnen ohne die Befunde 
Schumms in einem unrichtigen Lichte erscheinen zu lassen, 
Ks mu8 deshalb auf das entschiedenste zuriickgewiesen werdei, 
wenn Schumm behauptet, daB H. Fischer mehrere Irrtiimer 
in der Abhandlung: ,,Uber Porphyrinurie und natiirliche Por. 
phyrine“ unterlaufen seien. Auf Punkt 1 und 3 der Schumn. 
schen Polemik soll in einer spiteren Mitteilung noch eingegange: 
werden. Schumm vermutet auch, daB der Porphyringehalt im 
Harn in hohem Grad vom Gehalt der Nahrung an Blutfarbstot 
abhangig ist. Wir teilen diese Ansicht nicht. Nicht der Blut- 
farbstoff ist das Ausschlaggebende, sondern die Ernahrung wit 
Fleisch. Dieses enthilt in betrichtlichen Mengen (Kopro)por- 
phyrin*), aber man findet es erst, wenn das Fleisch durch 
Faulnis abgebaut ist. 

Die Methode, Organe und ganze Tiere durch Faulnis aui- 
zuschlieBen, wenden wir neuerdings fiir den Nachweis der Por- 





1) Diese Zs. Bd. 126, S. 171 ff. (1928). 

2) Nr. 36 S. 1143 (1923). 

*) Wir wihlen diese Schreibweise, um anzudeuten, daB der Nach: 
weis des Koproporphyrins nur durch Reaktionen erbracht wurde, ins- 
besondere durch iibereinstimmende spektroskopische Befunde. Solange 
nicht der krystallisierte Koproporphyrinester aus den Organen isoliert 
ist, kann man nicht mit Bestimmtheit sagen, daB es sich wirklich um 
Koproporphyrin handelt. Fiir die menschlichen Organe aber trifft dies 
wohl sicher zu, denn woher sollte sonst das Koproporphyrin stammen, 
das bei der Porphyrinurie in groBen Mengen im Harn und Kot auftritt 
und das eindeutig von uns im normalen Kot in Form des krystallisierten 
Esters aufgefunden wurde. Demgemi8 kann das spektroskopisch im 
Serum und Harn nachgewiesene Porphyrin wohl kaum etwas andere: 
sein als Koproporphyrin. 
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phyrine mit ausgezeichnetem Erfolg an und sie scheint sich 
auch fiir die praparative Darstellung verschiedener Porphyrine 
sehr gut zu bewihren. Das Wurmporphyrin z. B. scheint auf 
‘diese Art ebenfalls sehr gut isolierbar zu sein und wir wollen 
diese Methode auf eine Reihe weiterer niederer Tiere zur An- 
wendung bringen. 

Wir haben systematische Untersuchungen vorgenommen 
um den (Kopro)porphyringehalt der Organe festzustellen und 
es hat sich gezeigt, daB Porphyrine direkt nicht nachweisbar 
sind, sondern immer erst nach Aufschlu8 durch Fiulnis. Es 
wurden untersucht: Kalbsleber, Kalbsherz, Rindfleisch, Kalb- 
fleisch, menschliche Leber, Milz, Lunge, Herz und Uterus, 
iiberall mit positivem Erfolg, Es konnte spektroskopisch ein- 
wandfrei (Kopro)porphyrin neben Kimmerers Porphyrin nach- 
gewiesen werden, In der Riickenmuskulatur konnte, nachdem 
das Blut vorher durch sorgfaltiges Auswaschen entfernt worden 
war, nur das erstere beobachtet werden. 

Wir haben auch Himoglobinlésungen, die aus roten Blut- 
kérperchen gewonnen waren, der Faulnis unterworfen. Neben 
Kimmerers Porphyrin wurden Spuren von Koproporphyrin 
festgestellt, die zweifellos aus dem Serum stammen (vgl. 

' Fischer und Zerweck, Diese Zs. Bd. 1382, 8.12 (1924). Als 
jedoch die roten Blutkérperchen mit physiologischer Koch- 
salzlisung gewaschen wurden, konnte spektroskopisch nur 
/Kimmerers Porphyrin nachgewiesen werden. Dieser Ver- 
‘such zeigt, daB aus den roten Blutkérperchen jedenfalls nur 
»ein Porphyrin gewinnbar ist. 
Wenn man die bisherigen Gesamtresultate iiberblickt, so 
-draingt sich der Gedanke auf, daB das (Kopro)porphyrin aus 
idem Muskelfarbstoff stammt. Uber den Muskelfarbstoff finden 
| wir in der Literatur die verschiedensten Angaben. Von Mac 
Munn*) wurde der Nachweis erbracht, daB ein besonderer 
Muskelfarbstoff existiert, der sich spektroskopisch geringfiigig, 
aber angeblich deutlich vom Blutfarbstoff unterscheidet. Diesen 
| Angaben wurde von Hoppe-Seyler?) und seinen Schiilern 











) Jl. of Physiol. Bd. 8, S. 51 (1887). 
*) Diese Zs. Bd. 14, S. 106 (1890). 
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entschieden entgegengetreten. Sie stellten fest, da der 
Muskelfarbstoff spektroskopisch mit dem Hamoglobin identisch 
ist. Mac Munn stiitzte seine Ansicht durch Behandlung des 
Muskelfarbstoffes mit konz. Schwefelsiure, wobei er ein Por. 
phyrin erhielt, das spektroskopisch mit Koproporphyrin iiber. 
einstimmt. Aus diesem Grunde vertrat der eine von uns in 
der genannten Abhandlung der Miinchener medizinischen 
Wochenschrift die Ansicht, daB Mac Munn bereits die Aut. 
findung des Koproporphyrins in der Muskulatur gegliickt sei. 
Diese Ansicht ist jedoch irrtiimlich, Wir haben diese Ver- 
suche wiederholt und mit Bromwasserstoffeisessig das gleiche 
Resultat erhalten, aber es ist nicht Koproporphyrin, das hierbei 
entsteht, sondern Himatoporphyrin. Die atherischen Werte 
des Hamatoporphyrins und des Koproporphyrins  stimmen 
innerhalb der Fehlergrenze zwar iiberein, aber beim Aus- 
schiitteln der Atherischen Lisung mit Salzsiure ergibt sich 
bereits eine Differenzierung, indem die Werte fiir das Hiamato- 
porphyrin um etwa 2m nach rot verlagert sind. Bei der 
Behandlung mit Eisessig-Bromwasserstoff erhalt man also nur 
Himatoporphyrin, bei der Faulnis dagegen, wie schon erwihnt. 
(Kopro)porphyrin und zwar erklirt sich das positive Resultat 
aus der Tatsache, da8 Haimoglobin bei der Faulnis in Kin- 
merers Porphyrin iibergeht, welches im Gegensatz zu Himato- 
porphyrin spektroskopisch auBerordentlich leicht von Kopro- 
porphyrin unterschieden werden kann. Es ist zuzugeben, dai 
die bisherige Beweisfiihrung der Abstammung des Kopro- 
porphyrins vom Muskelfarbstoff noch nicht eindeutig ist. Wir 
haben deshalb Brustmuskeln von Tauben mit zur Untersuchung 
herangezogen, weil nach Mac Munn in diesen relativ stark 
gefirbten Muskeln kein Hamoglobin oder nur wenig davon 
vorhanden ist. In der Tat erhielten wir bei der Faulnis der 
Taubenmuskeln ebenso wie friiher (Kopro)porphyrin, wihrend 
spektroskopisch Kimmerers Porphyrin ganz in den Hinter- 
grund trat. Es kann so keinem Zweifel unterliegen, daB das 
Porphyrin tatsichlich aus dem Fleisch stammt, und es ist i 
hohem Ma8e wahrscheinlich, daB es sich um Koproporphyrin 
handelt. 





Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 257 


Was den Muskelfarbstoff, das Myohimoglobin, anlangt, so 
scheint nach unseren Untersuchungen auch in der entbluteten 
Muskulatur immer ein Gemisch von Himoglobin und Myo- 

“himoglobin vorzuliegen. Die spektroskopischen Zahlen, sowohl 
yon Mac Munn!) als auch von Giinther’) ergeben keine 
Werte, die vom Himoglobin entscheidend abweichen. DaB es 
sich nur um geringfiigige Differenzen handelt, wurde von diesen 
‘Autoren selbst empfunden und sie haben deshalb das Himo- 
chromogenspektrum herangezogen und haben dabei gegeniiber 
dem Himochromogen auch nur geringfiigige Abweichungen er- 
halten. Wenn der Muskelfarbstoff in reiner Form vorlige, in 
der Voraussetzung, da8 seine Farbstoffkomponente das ,,Kopro- 
himin“ ist, so miiBten sehr viel stiirkere Abweichungen zu 
beobachten sein; denn bei dem ,,Chromogen“ aus dem kom- 
plexen Hisensalz des Koproporphyrins werden in n/10-Kali- 
Plauge folgende Werte erhalten: 

* 953,1—535,6 U 522,6—498,9 ; 


544,38 510,7 








: Gefunden wurde aber etwa 557, also der Streifen des 
“Himochromogens aus Blutfarbstoff. 

' Wir haben dann weiter Versuche gemacht, um durch 
‘Hydrolyse von Organen festzustellen, ob Koproporphyrin auf 
‘diese Weise erhiltlich ist; denn das Hisensalz des Kopro- 
Pporphyrins ist ja wieder riickwdrts in Koproporphyrin iiber- 
‘iihrbar. Diese Versuche ergaben zwar Zahlen, die mit dem 
'Koproporphyrin iibereinstimmen, jedoch wurden aus frischem 
“Blut bei der Hydrolyse innerhalb der Fehlergrenze ahnliche 
“Zahlen erhalten, so daB diesen Versuchen keine Beweiskraft 
“zuzusprechen ist. Die Hydrolyseversuche scheiterten eben daran, 
‘a8 Hamatoporphyrin und Koproporphyrin spektroskopisch 
‘und mit einfachen Reaktionen nicht unterscheidbar sind, 
wenigstens kann das Haimatoporphyrin, das bei der Salzsiure- 
hydrolyse des Blutes entsteht, als solches nicht eindeutig identi- 
‘iiziert werden. Reines Hamatoporphyrin zeigt zwar in Salz- 


{ie O 
*) Virchows Arch. f. path. Anat. u. Physiol. Bd. 230, S. 150 (1921). 
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siure gegeniiber dem Koproporphyrin zwei um mehrere Mm 
nach rot hin verschobene Streifen, wenn aber Koproporphyriy 
dem Himatoporphyrin beigemischt ist und zwar nur 10°), 
so treten Werte auf, die mit denen des Koproporphyrins iiber. 
einstimmen. Wir haben durch Veresterung eine weitere Diff. 
renzierung versucht, aber auch nach der Veresterung erhijlj 
man spektroskopisch nahezu iibereinstimmende Zahlen. Eben 
weisen die komplexen Eisensalze spektroskopisch keinen deut. 
lichen Unterschied auf.') 

Wir haben auch Versuche gemacht, sowohl durch pep. 
tische, wie tryptische Verdauung Porphyrine zu gewinnen. Dies 
Versuche haben bis jetzt noch zu keinem einwandfreien Resultat 
gefiihrt, werden jedoch fortgesetzt. 

Man koénnte den EKinwand erheben, daB das Porphyrin 
bei den Faulnisversuchen aus Bakterien stammt oder durch 
die Tatigkeit der Bakterien erzeugt wird. DaB dem nicht » 
sein kann, geht daraus hervor, daB auch bei einzelnen Faulnis 
versuchen, z. B. bei Blutkérperchen, kein (Kopro)porphyrin aut: 
trat. Ebenso sind hier die interessanten Versuche von Hoag. 
land anzufihren?), der bei aseptischen Autolyseversuchen vo 
in verschlossenen Schalen bebriiteten Fleischstiicken durch 
spektroskopische Untersuchung deutlich Porphyrinbildung be. 
obachtete. Der Autor meint, daB sich im gestreiften Muskel 
des Rindes Enzyme finden, die unter anaeroben Verhiltnissen 
Oxyhaimoglobin schnell und vollstiindig in Porphyrine umwandeln. 
Uber die Natur des Porphyrins finden wir keine Angaben uni 
es ist notwendig, dies festzustellen, um weiteren Einblick 2 
gewinnen in die Art der Reaktion. (Diese Arbeit kam ers 
nach AbschluB unserer Versuche zu unserer Kenntnis.) Wi 
haben Autolyseversuche bereits begonnen und halten weiter 
Versuche dariiber fiir unbedingt notwendig.*) 


") Vgl. die Zusammenstellung §S. 290. 

*) Jl. of agric. Research 7, Dep. of Agriculture 7, S. 41—45, Chem. 
Zbl. 1917, I. S. 76. 

3) Inzwisechen hatte Herr Professor Kimmerer die Freundlichkeit, 
aseptische Autolyseversuche anzusetzen und der eine von uns hat mit 
Kammerer einige Versuche bearbeitet. Es hat sich herausgestellt, dat 












































mit Eisessig—Bromwasserstoff aus Muskulatur Koproporphyrin zu ge- ik 4 
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Wir halten es vorlaiufig fiir das Wahrscheinlichste, daB 
der Farbstoff der Muskeln aus einem Gemisch von viel Himo- a 
globin neben wenig Myohimoglobin besteht und daB das Kopro- ae 
porphyrin aus letzterem stammt, entstanden durch Hydrolyse 
durch die Muskelmilchsiure 





In diesem Sinne sprechen auch die oben angefiihrten Versuche, 


winnen. Wiire letzteres in gréBerer Menge vorhanden, so miBte es 4 
natiirlich auch zu finden sein, es ist aber nur so wenig da, daB die ja4 
Trennung von Himatoporphyrin, das aus dem Hiamoglobin entsteht, os 
nicht durchfiihrbar ist. 

DemgemiB wire der Name ,,Koproporphyrin“ iiberholt 
und kénnte ersetzt werden durch ,Myoporphyrin“®. Wir nehmen 
aber hiervon Abstand, bis nicht die Beweisfiihrung absolut 
zwingend ist und insbesondere das Koproporphyrin aus Muskeln 
in einer solchen Menge vorliegt, daB wenigstens der Misch- 
schmelzpunkt mit dem krystallisierten Ester des Kopro- 
porphyrins genommen werden kann. Von besonderem Interesse 
fir die weitere Klarstellung dieser Verhiltnisse wird die Unter- 
suchung der paralytischen Himoglobinimie!) der Pferde sein, 
bei der nach dem pathologischen Befund zweifellos der Muskel- 
farbstoff in den Harn?) iibertritt, dessen Zusammensetzung er- 
mittelt werden muB. 


nach ca. 14tigiger steriler Autolyse Kimmerers Porphyrin gebildet 
wird, aber merkwiirdigerweise kein Koproporphyrin. Es wire ja még- 
lich, daB die Dauer der Einwirkung noch zu kurz war. Jedenfalls er- 
klirt der Ausfall dieser Versuche, warum wir bei den Faulnisversuchen 
mit dem Fleisch stets Kimmerers Porphyrin erhalten haben, wihrend 
bei den Blutversuchen nur unter ganz bestimmten Kautelen, wie sie 
eben Kimmerer angegeben hat, dieses Porphyrin entsteht. Vielleicht 
vermégen die Enzyme des Fleisches nur das Eisen aus dem Oxyhimo- 
globin zu entfernen, wiihrend der Muskelfarbstoff dabei nicht angegriffen 
wird, oder aber es wird das gebildete Koproporphyrin alsbald weiter 
abgebaut. Eisen ist in mikroskopischen Schnitten nachweisbar, Gallen- 
farbstoff bis jetzt nicht. Diese Versuche werden fortgesetzt. 

') Meyer-Betz: Zur vergleichenden Pathologie der paroxysmalen 
Himoglobinurie [Deutsches Arch. f. klin. Med. S. 103 (1911)]. Dort auch 
weitere Literatur. 

*) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 133, S. 151 (1924), hat neuerdings 
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Mit Sicherheit geht aus unseren Versuchen hervor, dag 
im Organismus, offenbar sehr allgemein, ein Dualismus jy 
bezug auf die Farbstoffe besteht, der freilich bis jetzt nur an 
den Porphyrinen nachgewiesen ist. Ki&immerers Porphyrin 
und Koproporphyrin werden durch Faulnis nebeneinander ge. 
bildet und nachdem das Koproporphyrin primir im Fleisch 
und in den Organen nicht nachweisbar ist, ist es wahrschein. 
lich, daB es aus einem entsprechenden Himoglobin und dann 
aus dem Myohimoglobin stammt. Dieser zweite Farbstoff 
wird nur in relativ sehr geringer Menge erzeugt, seine Bildung 
aber durch eine Reihe von Faktoren, insbesondere Giftstoffe 
entscheidend beeinfiuft; denn wir sehen. daB unter dem Kin. 
fluB von Sulfonal, Blei usw. im Harn eine gewaltig vermehrte 
Porphyrinmenge auftritt, allgemein gesprochen bei der Por. 
phyrinurie. 

Man kann dies am ehesten in Parallele ziehen mit der 
Vergirung des Traubenzuckers bei Gegenwart von Natrium- 
sulfit; waihrend bei der normalen alkoholischen Girung nur 
Spuren von Glycerin auftreten, wird dieses nach Zusatz von 
Sulfit in gewaltiger Menge vermehrt. Wihrend aber bei 
diesem ProzeB dem Natriumsulfit eine ganz bestimmte Funk- 
tion zukommt, kann man bei der Porphyrinurie von einem 
spezifischen Einflu& nicht reden, denn wir sehen, daB diese 
unter der Wirkung der mannigfaltigsten Giftstoffe auftreten. 
Aber es liegt danach nahe, die Hauptursache der Symptome der 
Porphyrinurie im Einklang mit der Anschauung von Veil und 
WeiB?) nicht in der Porphyrinausscheidung zu erblicken, sondern 
diese als ein mehr sekundires Symptom zu betrachten. Wird dic 
Ausscheidung auBerordentlich stark, wie z. B. im Falle Petry, 
so muB natiirlich im Laufe der Zeit eine sekundiire Aniimie 
erzeugt werden, weil durch die stindig zu bildende Porphyrin- 
menge jedenfalls auch eine Stérung der Hamoglobinsynthese 


das Blut einer solehen Pferdeerkrankung untersucht, und fand beim 
Blutfarbstoff geringfiigige Abweichungen. Vor allen Dingen wire jedoch 
nicht das Blut, sondern der Harn auf die Art der Farbstoffe zu unter- 
suchen. 

‘) Verhandlungen d. Kongr. f. innere Med. in Wien 1923. 








Seintreten muB; denn, da Hamin und Koproporphyrin in bezug 
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auf die Bausteine nach Untersuchungen H. Fischers Analogien 
geigen, ist anzunehmen, da fir beide Farbstoffe dieselben 
Bausteine im Organismus notwendig sind. Die Synthese des 


‘Blutfarbstoffes ist offenbar fiir den Organismus niemals ganz 
‘leicht, was ja daraus hervorgeht, wie langsam starke Blut- 


‘verluste wieder ausgeglichen werden. Auf alle diese Fragen 
‘soll in einer spiteren Mitteilung noch niher eingegangen 


iwerden. 
Schon friiher haben wir Versuche gemacht zu erforschen, 


Bob bei Zuriickgreifen in der Entwicklungsreihe nicht etwa ein 


‘modifiziertes Himin aufgefunden werden kénne. Wenn man 
‘mit Nencki!) und Marchlewski?) die Hypothese macht, dab 


der Blutfarbstoff sich vom Blattfarbstoff ableitet, so miissen 
‘Ubergangsfarbstoffe zwischen beiden existieren. Es muB sich 
‘dabei die Untersuchung nicht nur allein auf den Blutfarbstoff 
als solchen beschriinken, wie wir das bis jetzt getan haben, 


- sondern man mu auch nach unseren neuen Arbeitsergebnissen 


‘ganz besonders auf die Porphyrine fahnden. Wir haben ja 


‘gesehen, daB in den Fliigelfedern des Turakus das Uropor- 


‘phyrin in Form des Kupfersalzes vorkommt.*) Die Frage- 


Flaite Be Rear aet 
Se cee ae 





_stellung ergibt sich also, ob sich bei dem niederen Tier bzw. 
bei der Pflanze Porphyrin nachweisen liBt und welcher Natur 
' dieses Porphyrin ist. 


Wir haben zunichst weiBes Fischfleisch nach Faulnis 


untersucht und dort in minimaler Menge, aber deutlich, die 
: spektroskopischen Erscheinungen des (Kopro)porphyrins beob- 
' achtet. Uberraschenderweise wurde dasselbe Resultat, nur 
' sehr viel deutlicher, in faulender Hefe gefunden. In frischer 


') Nencki, Chem. Ber. Bd. 29, S. 2877 (1896). 
*) Chem. Ber. Bd. 45, 8S. 816 (1912). 
*) Inzwischen haben wir mit Sicherheit nachgewiesen, daB es sich 


» un das Kupfersalz des Uroporphyrins handelt. Das Turacin wurde in 
; den krystallisierten Uroporphyrinester iibergefiihrt und hieraus wieder 
_ tickwirts das krystallisierte Kupfersalz dargestellt (unveréffentlichte 
| Beobachtung von H. Fischer und Hilger). Vel. diese Zs. Bd. 128, 
© 8. 167 (1928), 
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Hefe konnten wir eine Spur finden.') Dieser Befund schejn; 
uns von ganz besonderer Wichtigkeit zu sein. Man sich; 
demgemiB, daB das Porphyrin in der Entwicklungsreihe sic) 
viel weiter verfolgen laBt als das Himin, daB man also soca 
in pflanzlichem Material, d. i. die Hefe, noch Porphyrin finde: 
In irgend einer ,,maskierten Form“ muB freilich das Porphyrin 
noch vorhanden sein, denn sonst ware nicht erklirlich, dag 
nach Fiiulnis eine vermehrte Menge von Porphyrin nachweis. 
bar ist. Eisen ist in der Hefe enthalten nach den Aschen. 
analysen von vielen Forschern’) und es ist danach nicht aus. 
geschlossen, daB das Porphyrin in der Hefe etwa als Komplexsalz 
vorhanden ist. Hieriiber kénnen wir jedoch vorliufig nur Ver. 
mutungen anstellen und miissen weitere Untersuchungen a). 
warten, bis dies definitiv geklirt ist. Aber jedenfalls ist durch 
diesen Befund des Porphyrins unserer Ansicht nach eine er. 
hebliche Stiitze gegeben fiir die Auffassung der Entwicklung 
des Blutfarbstoffes aus dem Blattfarbstoff. 

Natiirlich kénnte man auch den Befund im Sinne vou 
A. Kossel deuten, der annimmt, daB bestimmte Atomgrup- 
pierungen immer zu gewissen Systemen fiithren. Demgemii 
kénnte man dann erwarten, dai immer, wenn in der Natu 
Pyrrole gebildet werden, diese dann auch zu Porphyrinen oder 
porphyrinahnlichen Gebilden zusammentreten. Dies ist sebr 
wohl méglich, aber immerhin ist der Weg vom Chlorophyll 
zum Hiamin weit und mit einem Wechsel des Metalles ver- 
bunden. An die Stelle des Magnesiums tritt Eisen ein. Wir 
méchten den Befund des Porphyrins in der Hefe als eine 
erhebliche Stiitze betrachten in der Anschauung fiir die Aut- 
fassung der Entwicklung des Blutfarbstoffs aus dem _ Blatt- 
farbstoff. Es erscheint am wahrscheinlichsten, daB wir die 
Porphyrine ansehen kénnen als Zwischenglieder auf dem Wege 
Blattfarbstoff—Blutfarbstoff. Entsprechend den wechselnden 
Funktionen, hier Aufbau, dort Abbau, muB der Farbstoff eine 


4) In frischer Hefe konnten wir inzwischen auch nach Plasmolyse 
(Kopro)porphyrin, auch in Form des Esters spektroskopisch deutlich nach- 
weisen. 

*) Vgl. Czapek, Biochem. der Pflanzen II, 8. 330, Jena 1920. 
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jnderung erfahren, vor allen Dingen aber in bezug auf das 
komplex gebundene Metall, denn offenbar ist das Magnesium 
ungeeignet, um als Sauerstoffiitbertriger, auch in komplexer 
Bindung, zu wirken. Es erfolgt deshalb scheinbar zuerst Ent- 
fenung des komplex gebundenen Metalls, womit gleichzeitig 
eine weitere Anderung im Molekiil stattfindet und Porphyrin 
entsteht. Und nun setzen dann weitere Versuche ein, Metalle 
komplex einzufiihren und in diesem Stadium der Entwicklung 
sehen wir, da die Natur die verschiedenartigsten Experimente 
macht; sie versucht es mit Kupfer(Turacin, Himocyanin), mit Vana- 
dium!) und mit Mangan’), bis schlieBlich der Weg gefunden wird 
zum Blutfarbstoff mit komplex gebundenem Kisen. Beim Chloro- 
phyll nun finden wir nach den Untersuchungen von Stockes, 
Tswett und Willstitter einen Dualismus. Es tritt ein 
Chlorophyll A und ein Chlorophyll B auf, die sich in der 
Farbe, in den spektroskopischen Kigenschaften und in der Zu- 
sammensetzung unterscheiden, und zwar hat Chlorophyll B ein 
Sauerstoffatom mehr wie Chlorophyll A. Von besonderem 
Interesse ist es nun, daB wir diesen Dualismus beim héheren 
Tier wiederfinden, und zwar scheint das Koproporphyrin phylo- 
genetisch das iltere zu sein. Von welcher Komponente nun 
das Koproporphyrin sich ableitet, von Chlorophyll A oder 
Chlorophyll B, dariiber heute Betrachtungen anzustellen, bevor 
die Konstitution eingehend festgelegt ist, wiire miiBig. 

Wir miissen jedoch zum Schlu8 nochmals hervorheben, dab 
die Natur des Porphyrins der Organe bis jetzt nur durch spektro- 
skopische Untersuchung erkannt ist. Nach dieser handelt es sich 
um Koproporphyrin. Wir méchten uns jedoch auf diese Uber- 
einstimmung nicht festlegen, da es miBlich ist, nur auf Grund 
ibereinstimmender spektroskopischer Befunde schwerwiegende 
Schliisse zu ziehen. Ganz besonders mahnt auch zur Vorsicht 
lolgende Beobachtung: Lift man das Kimmerersche Por- 
phyrin, das spektroskopisch vom Koproporphyrin deutlich und 
charakteristisch unterschieden ist, wochenlang in Kisessig—~Ather 


1) M. Henze, Diese Zs. Bd. 72, S. 194 (1911). 


*) Hesse-Doflein, Tierbau und Tierleben, Bd. 1, S. 420; Bd. 2, 
S. 825, 
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stehen, so tritt neben dem Spektrum des Kimmererschy 
Porphyrins der Hiimatoporphyrinstreifen bei 623 uy auf. Wen, 
man will, kénnte man diese Tatsache im Sinne eines Ubergang, 
von Kiimmerers Porphyrin in Himato- oder Koproporphyriy 
deuten. Definitiv wird sich diese Frage erst entscheiden lassey, 
wenn wir Kimmerers Porphyrin genau auf seine Konstitutio, 
untersucht haben. Diese Untersuchung wird indessen bei de 
schweren Zuginglichkeit dieses Porphyrins wohl noch einig 
Zeit in Anspruch nehmen.!) Viel naheliegender und wahrschein. 
licher ist das Kiimmerersche Porphyrin einfach ein Himiy 
das seines Eisens beraubt ist, so daB dann ein Porphyrin ent. 
steht, das noch zwei Vinylgruppen enthalt und durch di 
lingere Beriihrung mit Hisessig geht dieses dann in Hamato. 
porphyrin iiber. Selbstverstaindlich kommt dieser Ubergang 
nur bei den Organen in Betracht. In der Tat ist Himato. 
porphyrin von Koproporphyrin spektroskopisch nur schwer unter. 
scheidbar, wie wir schon S. 256 betont haben. 

Diese Fragen sind natiirlich von der gré8ten Wichtigkeit 
und zur Entscheidung miissen auBer der Isolierung von Kin. 
merers Porphyrin und dessen Konstitutionsaufklarung noch 
weitere biologische Versuche herangezogen werden, von dena 
insbesondere die aseptische Autolyse nach Hoagland wm 
Vordergrund des Interesses steht. 


Zum klinischen Blutnachweis im Stuhl. 


Anhangsweise fiihren wir die Versuchsprotokolle des Kopro: 
porphyrinbefundes im Stuhle von Vegetarianern an. Im Han 
von Vegetarianern hat bereits Garrod?) spektroskopisch Kopr0: 
porphyrin nachgewiesen. Wir fanden im Harn und Stuhl vo 
Vegetarianern Koproporphyrin und haben den Beweis, dal 





1} Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen haben wi 
Kiimmerers Porphyrin in Eisessig—Ather wochenlang stehen lasset 
und die eben erwihnte Beobachtung zwar nicht bestitigen kénne, 
aber es wurde eine deutliche Verschiebung der Spektrallinien nach Gril 
hin festgestellt. Eventuell kénnte durch Mithilfe der Bakterien de 
Ubergang von Kiimmerers Porphyrin in Himatoporphyrin beschleuni¢ 
werden. 

*) J. of Physiol. Bd. 18, S. 598 (1892). 
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wirklich Koproporphyrin') vorliegt, vervollstindigt dadurch, daB 
der krystallisierte Kster isoliert wurde. Es kann somit keinem 
| Zweifel unterliegen, daB auch bei fleischfreier Kost Kopro- 
porphyrin im Kot vorkommt. Zum Schlu8 weisen wir noch 
' darauf hin, daB mit unserer Methode des Nachweises des 
'Kaimmererschen Porphyrins gleichzeitig die empfindlichste 
'klinische Probe auf Blutungen gegeben ist. Von Snapper?) 
ist schon gezeigt worden, daB Porphyrine bei okkulten Blutungen 
' im Stuhle nachweisbar sind und er hat diesen Befund diagnostisch 
verwertet. Er meint jedoch, daB nur bei Anwesenheit von 
Galle die Porphyrine auftreten, was irrtiimlich ist. Wir finden 
' Porphyrin immer, ginzlich unabhiingig von Galle- und Nahrungs- 
| zufuhr und zwar Kopro- und Kimmerers Porphyrin neben- 
einander, die in fitherischer Lisung spektroskopisch sehr leicht 
nebeneinander zu erkennen sind, Kimmerers Porphyrin natiir- 
' lich nur nach Blut- bzw. Fleischgenu8. Der Porphyrinnachweis 
© in saurer Lésung, wie es Snapper getan hat, geniigt nicht 
_mm Nachweis der Blutungen, denn normaler Weise schon ist 
| Porphyrin und zwar Koproporphyrin im Stuhl vorhanden. Erst 
» der charakteristische spektroskopische Befund des Kimmerer- 
'schen Porphyrins in Ather sichert die Feststellung der 
' Blutung; es ware wiinschenswert, wenn diese empfindliche 
» Methode des Nachweises auch von der Klinik beniitzt werden 
q wiirde. 

: Anmerkung bei der Korrektur: Von Schumm’) ist 
in einer nach Drucklegung dieser Arbeit erschienenen Abhand- 
' lung der wichtige Befund Hoppe-Seylers bestitigt worden, 
_ da8 mit konzentrierter Salzsiure aus altem Blut Porphyrin 
» entsteht. Dieses Porpyhrin ist spektroskopisch mit Kamme- 
'rers Porphyrin so gut wie identisch. Diese Tatsache ver- 
'wandte Schumm zu zwei kritischen Anmerkungen zu der 
' letzten Mitteilung von uns, aus der man entnehmen kann 





') Vgl. Papendiek, Diese Zs. Bd. 128, S. 116 (1923), Papendiek 
hat vor uns aus den spektroskopischen Zahlen geschlossen, da8 es sich 
um Koproporphyrin handelt. 
*) Berl. klin. Wehschr. Bd. 58, S. 800 (1921) u.a.O. 
*) Diese Zs. Bd. 182, 8, 34 (1924). 
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(nicht muB), daB Schumm meint, dab Kiimmerers Porphyrin 
ein Kunstprodukt sei, entstanden durch Behandlung des blut. 
haltigen Materials mit Salzsiure. Dies trifft nicht zu. Wir 
hoffen, daB Herr Schumm bald niahere Mitteilung machey 
wird iiber die Reindarstellung und Analyse des von ihm er. 
haltenen Porphyrins, um den Vergleich mit dem Kimmerer. 
schen Porphyrin besser durchfihren zu kénnen, Um nicht mif. 
verstanden zu werden, bemerken wir ausdriicklich, daB wir die 
Identitit von Kimmerers Porphyrin mit Schumms Por. 
phyrin fiir sehr wohl méglich halten. 

Falls Identitait bestehen sollte, wire dies wieder ein Bei- 
spiel dafiir, unter welch milden Bedingungen biologisch Stoffe 
entstehen kénnen, die wir chemisch im Reagenzglas nur mit 
brutalen Mitteln zu erzeugen vermégen. 

Vielleicht hat die Kinwirkung des Synergismus der Bak. 
terien, wie es Kimmerer festgestellt hat, denselben Effekt, 
wie die Kinwirkung der rauchenden Salzsiure, nur daB die 
biologische Methode die schonendere ist und es ist wahrschein- 
lich, daB durch die Bakterien dieselbe Umwandlung des Blut- 
farbstoffes primir erfolgt, wie beim ,,Altern“ des Blutes, aber 
dies ist nicht die einzige Anderung, die im Farbstoffmolekil 
eintritt, wie unsere zahlreichen, in bezug auf Porphyrinbildung 
negativ verlaufenen Fiiulnisversuche beweisen. 

Wir haben die schéne, von Schumm wieder aufgefundene 
Reaktion benutzt, um eine weitere Bestitigung des von uns 
durchgefiihrten Beweises, daB im Blutfarbstoff das Hisen 
dreiwertigem Zustand vorhanden ist, zu erbringen. Blut 
wurde in 38°/,ige Salzsiure eingetragen, mit Natriumacetat 
die freie Salzsiure abgestumpft, vom Porphyrin usv. 
filtriert. Der ganze ProzeB wurde in Stickstoffatmosphire 
durchgefiihrt. Im Filtrat wurde Eisen nur in der Ferristufe 
vorgefunden, wiihrend bei der Behandlung des Himochromogens 
mit Eisessig—Chlorwasserstoff nach einer unverdéffentlichten 
Beobachtung von H. Fischer und Joseph Kisen einwandirel 
in der Ferrostufe auftrat. 

Ubrigens ist uns in der III. Mitteilung tiber natiirliche 
Porphyrine (Diese Zs. Bd. 180, 8. 309) ein Irrtum unterlaufen. 
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Wir haben geschrieben, daB Papendieck aus der 25°/, igen 
galzsauren Lésung das Koproporphyrin mit Chloroform. extra- 
hiert habe und wir haben daran die Bemerkung gekniipft, dab 
reines Koproporphyrin mit 25°/,iger Salzsiure nicht aus- 
guschiitteln sei. Dies ist ein MiBverstindnis unsererseits. Aus 
S117 der genannten Arbeit geht klar hervor, dab Papen- 
dieck das Kimmerersche Porphyrin aus 25°/,iger Salzsiure 
mit Chloroform extrahiert hat, eine Beobachtung, die auch 
iwir gemacht haben. Ubrigens war durch diesen Satz keines- 
wegs beabsichtigt, Papendiecks Befund in Zweifel zu ziehen, 
denn im Kot werden durch die Anwesenheit aller méglichen 
stérenden Substanzen die Léslichkeitsverhaltnisse oft total 
verandert. 


Versuche. 


Isolierung von Porphyrinen aus Kalbsleber 
und Rindfleisch. 


Ks wurde versucht aus frischer Kalbsleber durch Extraktion 
mit Kisessig Porphyrine zu gewinnen. Etwa 50 g Leber wurden 


mit 100 com LHisessig 10 Stunden unter RiickfluB ausgekocht, 
nach dem Erkalten von den Fleischfasern abgegossen, mit dem 
doppelten Volumen Ather versetzt und filtriert. Die Eisessig— 
Atherlésung war hell orangerot gefirbt. Nach grindlichem 
Waschen mit Wasser wurde die ebenfalls orangerot gefarbte 
Atherlésung mit 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. In der salz- 
'sauren Lésung war Porphyrin nicht nachweisbar.') 





1) Neuerdings haben wir bei Behandlung von 250g Rindfleisch 
' mit Kisessig, zunaichst 24 Stunden in der Kalte, dann 8—10 Stunden im 
siedenden Wasserbad, nach der iiblichen Verarbeitung Spuren von 
Porphyrin nachweisen kénnen. Die spektroskopischen Werte sind zwar 
‘nicht eindeutig, sprechen aber doch fir vorherrschendes Kimmerer- 
sches Porphyrin. 
| Sp. in Ather: 
I. 636,0—625,8; IT, 586,4—571,7; III. 541,6—527,5; IV. 511,1—491,0. 
630,9 579,0 534,5 501,0 
Sp. in 5°/,iger Salzsiure: 
2 602,8—598,6 . i _563,5—544,5 . 
600,7 554,0 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXXYV. 
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Darauf wurden folgende Faulnisversuche angesetzt: . 

1. 500 g Kalbsleber mit 150 g Nahrbouillon und 3 (se, : 
Stuhlaufschwemmung. Angesetzt am 28. 6. 1923. 4 

2. 500 g Hackfleisch (Rindfleisch) mit 150 g Nahrbouillo, 
und 3 Osen Stuhlaufschwemmung. Angesetzt am 28. 6. 1923 

Die Faulnis wurde bei 35—40° unterhalten. Sie setz fF 
am 3. Tage langsam ein und machte sich bei beiden Ansitza f 
durch einen im Laufe der Zeit immer intensiver werdendy 
camembertartigen Geruch geltend. 

Kine Probe von 1 (Kalbsleber) gab am 9. 7. 1923, aly 
nach 10 tagiger Faulnis positiven Porphyrinbefund. . 

Eine Probe der Aufschwemmung wurde mit demselbe: § 
Volumen Kisessig und dem doppelten Volumen Ather durch. 
geschiittelt, filtriert, das Filtrat bis zur Farblosigkeit de 
Waschwasser mit Wasser gewaschen. Ein Auszug der ithe 
rischen Lisung mit 5°/,iger Salzséure zeigte im durchfallenda 
Licht charakteristische Grinfarbung, im auffallenden Licht & 
kirschrote Farbung. Der erste salzsaure Auszug wurde nicht ¥ 


gemessen, sondern durch Zusatz von Natriumacetat und Auw-— 


schiitteln mit Ather folgendes spektroskopische Bild erhalten: 














Sp. in Ather: 
I. 635,7—629,5 ; Il. 625,8—621,7 ; (der zweite Streifen ist vid 
632,6 628,7 
schwicher als der erste). III. Nach breiter Vorbeschattung 579,9—574,3. 
577,1 
Die Beschattung setzt sich fort und wird stark bei IV. 570,3—566,0, 
568,1 
Nach Vorbeschattung 539,6—532,2. VI. (unscharf) 511,1—492,2. (Enée 








535.9 501 6 
undeutlich erkennbar.) ’ 


Kimmerers Porphyrin und Koproporphyrin sind als} ~ 
deutlich spektroskopisch nebeneinander festgestellt. 

Die atherische Lésung wurde mit 5°/,iger Salzsiure aus 
geschiittelt. 

Sp. in 5°/,iger Salzsadure: 

I. Nach Vorbeschattung 605,0—597,0. II. Der Beginn des 2. St. 


601,0 
wird von I iiberdeckt. Das Ende liegt bei 587,6 (undeutlich). (it 
dazwischen liegender Streifen ist kaum abzulesen.) III. 562,5—541,2. 
ee 


554,8 
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Es ist bemerkenswert, daB der Porphyringehalt des Faulnis- 
Fgemisches nach Herausnahme aus dem Thermostaten und 
\angerem Stehen bei Zimmertemperatur zuriickgeht; denn eine 
“iweite groBere Probe des Ansatzes gab nach langerem Stehen : 
bei gewohnlicher Temperatur einen bedeutend geringeren oe 
: Porphyringehalt, eine Beobachtung, die auch schon Kammerer ; 
+ gemacht hat.) 


Kine Probe von 2 (Hackfleisch) gab nach 5 Tagen nur 
einen auBerordentlich schwachen Porphyringehalt, der auch 
nach 10tagiger Faulnis kaum meBbar war. Eine nach 28 tagiger 
4 Fiulnis entnommene Probe zeigte dagegen einen deutlichen 
 Porphyringehalt. 

. Etwa 100g des Ansatzes wurden mit 250 ccm Eisessig 
und 500 ccem Ather gut durchgeschiittelt und die Eisessig- 
*Atherlésung nach dem Dekantieren mit Wasser wiederholt 
" gewaschen. Es wurde ein rotbraun gefarbter Atherauszug er- 
halten, der, mit 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, eine schén rot 
 gefirbte Porphyrinlésung gab. Samtliche Extrakte zeigten auch 
~ nach sorgfiltiger Reinigung noch einen intensiven Faulnisgeruch. 





80 





Der erste salzsaure Auszug wurde nach Zugabe von Natrium- 
acetat bis zu kongonegativer Reaktion in Ather iibergetrieben. 






























Sp. in Ather: a 
. I. 635,5—630,3 ; IL 625,3—621,3 ; (die beiden Streifen zeigen a 
632,9 623,3 i j 
-—  gleiche Stiirke). III. Nach Vorbeschattung 580,7—575,4 ; die Beschattung a 
Le | 578,0 t 
. setzt sich fort und wird intensiv bei IV. 570,1—566,2 ; nach Vor- Ae 
if 568, 1 a 
yf beschattung V. 539,8—530,3; VI. 509,4—489,9 . 
t 535,0 499.6 








3 Ks ist also auch im Muskelfleisch nach Faulnis Kammerers 
Porphyrin neben Koproporphyrin vorhanden. 





; Mit 5°/,iger Salzséure ausgezogen, ergab sich folgendes 
ba Spektrum : 











7 ') Es mag dahingestellt bleiben, ob es sich hierbei um eine Ab- 
'> sorption oder um einen Abbau handelt. 
: 18* 
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Sp. in 5°%,iger Salzsiure: 
I. 606,8—597,1 . Il. Der Beginn des 2. Str. wird von I tiberdeck: 
601,9 
Das Ende liegt bei 588,0. III. (sehr schwach) 579,0—574,4 . IV. Nagi 
576,7 








Vorbeschattung 563,4—545,6 . 
554,5 





Faulnis von Taubenfleisch. 


50 g zerkleinerte Brustmuskeln einer Taube wurden ni 
200 ccm Leitungswasser und einigen Osen Stuhlbakterien be 
35—40° der Fiiulnis iiberlassen. Nach 14tagiger Fiulnis 
wurde der ganze Ansatz mit demselben Volumen Eisessig uni 
dem doppelten Volumen Ather griindlich durchgeschiittelt, vm 
den zuriickbleibenden Fleischfasern dekantiert, die ‘therisch 
Lésung mit Wasser gewaschen und mit 5°/,iger Salzsiur 
extrahiert. Die itherische Lésung gab nach wiederholte 
Reinigung folgendes Spektrum: 


Sp. der aitherischen Lésung: 
I. (Schwach) 635,6—630,1 ; IL. (deutlich) 627,2 —622,0 ; III. (schwach) 




















632,8 624,6 
585,3—574,8 ; die Beschattung setzt sich fort und wird intensiy 
580,0 
bei IV. 572,2—567,3 ;_ Y. (undeutlich) 537,8—525,1. VI. Nach Vor 
~~ 569.9 531,4 
beschattung 510,6—487,0 . 
498,8 


Sp. in 5°%/,iger Salzsiure: (schwach) Le 
I, Beschattung beginnt bei 604,8. Das Ende wird vom 2. St. % 
iberdeckt, der bei II. 596,8—588,3 liegt. III. (deutlich) 558,9—544,0 


593,5 551,4 








In Anbetracht der iuBerst geringen Porphyrinmenge weise 
die gefundenen Werte mit hinreichender Genauigkeit au 
Kaimmerers- u. Kopro-Porphyrin hin. 


Untersuchung von frischem Fleisch. 


Verwendet wurde ein Kalbsherz, das von Fettsubstani : 
moglichst befreit wurde. : 
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Eine Probe des vollstandig zerkleinerten Fleisches wurde 
“mit Ather ausgeschiittelt. Die atherische Lisung zeigte einen 
* auBerst schwachen Stich ins Rosa, aber ein Gehalt an Porphyrinen 
“konnte weder in atherischer Lésung noch in einem Auszug mit 
: 5°/,iger Salzsiiure spektroskopisch nachgewiesen werden. 





' Das Fleisch wurde dann zum Teil mit anhaftendem Blut 
> untersucht. Der gréBere Teil (180 g) wurde mit 250 ccm Wasser 
‘einige Stunden geschiittelt und durch ein Koliertuch gepreBt. 


NUntersuchung des Fleisches mit anhaftendem Blut. 


' Kine Probe(100 g) wurde mit 100 ccm Hisessig und 200 ccm 
"Ather gut durchgeschiittelt, die atherische Schicht getrennt und 
Init Wasser wiederholt gewaschen. 
; Sp. der itherischen Lésung: 


Nach geringer Vorbeschattung deutlich bei I. 642,4, die Beschattung 
iwird geringer bei 624,3, setzt sich aber noch fort bis 614,7 (Streifen- 
mitten bei 633,83 bzw. 628,5.) II. 549,8—532,4 ; III. 511,2—489,8 . 


5411 500,5 








| Nach Zusatz von Pyridin wird der Himochromogenstreifen 
ssichtbar: 
562,5—552,7 . 

55,6 
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Im frischen Fleisch konnte also nur unverinderter Blut- 
farbstoff ermittelt werden. 


Untersuchung des wiabrigen Fleischauszuges. 


Ses Seen 


Der waBrige Auszug wurde mit derselben Menge Hisessig 
ound dem doppelten Volumen Ather gut durchgeschiittelt. Nach 
‘griindlichem Waschen mit Wasser gab die atherische Lésung 
“folgendes Spektrum: 
| Sp. der atherischen Lésung: (verwaschen) 

J In dicker Schicht nach Vorbeschattung I. 650,5—625,9 (Nach- 
‘ 638,2 

| schatten). II. Nach Vorbeschattung 552,1—529,8 . III. Nach Vor- 
. 540,9 

pbeschattung 514,3—488,7 . (Ende undeutlich). 
i 501,5 
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In diinner Schicht I. nach Vorbeschattung 650,9—624,9 . IT. Nag, 











637,9 
Vorbeschattung 551,9—531,7 . III. (undeutlich) 513,1—491,6 . 
541,8 502,3 


Nach Zusatz von Pyridin erscheint das Hiimochromogen-spektrun: 
I. 561,2—551,1 (deutlich). II. 531,0—519,0 (undeutlich). 











556,1 525,0 
Hydrazin bewirkt eine Verstirkung des Hiimochromogenstreifens: 
565,2—546,1 . 
555,6 


Nach Verdunstung des Athers hinterblieb ein rotbraw 
gefirbtes Ol, welches von kleinen Krystallnadeln durchsetz 
war. Das Ol wurde unter Hiskiihlung mit 10 ccm gesittigten 
Bromwasserstoff-Eisessig aufgenommen und im zugeschmolzenn 
Reagenzglas einige Wochen stehen gelassen. Der Inhalt de 
Reagenzglases war nach dieser Zeit zum gréBten Teil gelist 
und wurde in wenig Wasser gegossen. Nach dem Filtriere 
von ungelésten Bestandteilen kam die porphyrinrote Farb: 
deutlich zum Vorschein. Durch Zusatz von Natriumacetat bis 
zu kongonegativer Reaktion wurde das Porphyrin in Ather 
iibergetrieben und die atherische Lésung mit viel Wasser ge. 
waschen. 


Sp. der atherischen Lésung: (sehr deutlich) 
I. Nach Vorbeschattung 628,7—620,4 ; (die Beschattung setst sic) 

















624,5 
leicht fort bis 611,3). II. (hema 601,2—595,4 . ILL. Nach Vor 
598,38 
beschattung 586,0—573,9 ; die Beschattung setzt sich fort und witl & 
579,9 
wieder intensiv bei IV. 571,5—565,6 ; V. (stark) 540,0—520,9 
568,5 530,4 


VI. 512,0—480,8 . 
496,4 
Die itherische Lésung wurde mit 5°/,iger Salzsiur 
extrahiert. 


Sp. in 5°/,iger Salzsiure: (sehr deutlich) 
I. 599,4—587,9 ; II. (sehrschwach) 577,6—569,1 ; III. 560,7—538,0. 
: . we 


593.6 573,3 49,3 
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' Die spektroskopischen Befunde stimmen im wesentlichen 
“mit denen von Hamatoporphyrin iiberein, das vergleichsweise 
n Ather und 5°/,iger Salzsiure gemessen wurde. 


a Sp. von Himatoporphyrin in Ather bei Gegenwart von 
Petwas Eisessig: 

I. Nach Vorbeschattung 627,3—622,2 ; II. (schwach) 600,7—596,1 ; 
MW 624,7 598,4 

[ hu 585,2—573,9 ; die Beschattung setzt sich fort und wird wieder 
e 579,5 

"intensiv bei IV. 571,3—567,4 . V. Nach Vorbeschattung 535,1—523,9 ; 

















569,3 529,5 





> vi.511,2—482,9 . 
. 497,0 

Sp. von Himatoporphyrin in 5°%,iger Salzsiure: 

I. Nach Vorbeschattung 601,0—589,5 ; II. (schwach) 579,0—572,7 ; 
595,2 575,8 











‘ ou (stark) 562,5—540,7 . 
; 551,6 


Der Atherriickstand wurde in Methylalkohol aufgenommen 
und nach Kinleitung von Chlorwasserstoffgas unter Kihlung 
12 Stunden stehen gelassen, nach Kindunsten im Vakuum unter 
Kiihlung sodaalkalisch gemacht und mit Chloroform extrahiert. 


Sp. des Veresterungsproduktes in Chloroform (sehr 
yerdiinnt): 
I. Nach kurzer Vorbeschattung 627,0—619,5 ; II. (sehr schwach) 
: 623,2 
” 599,1—594,2 ; III. (schwach) 582,2—578,5 ; Beschattung setzt sich fort 
> 596,6 577,8 
| und wird intensiv bei IV. 572,2—564,4 ; V. 540,5—526,0 (Ende undeut- 
e 568,3 533,2 
iff lich) WI. Nach Vorbeschattung 513,0—492,4 (Ende undeutlich). 
502,7 




















. Zum Vergleich wurde reines Himatoporphyrin nach derselben 
: ) Methode verestert und in Chloroform folgendes Spektrum erhalten : 


I. Nach Vorbeschattung 627 ,4—620,0 ; IL. (schwach) 600,1—592,3 


a 623,7 596,2 
_ tun. 583 2-573, 2; (Ende undeutlich). Die Beschattung setzt sich fort 
578 2 
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und wird intensiv bei IV. 571,7—565,3 ; V. (stark) 540,1—526,3 (Ende 
568,5 533,2 
undeutlich); VI. nach Vorbeschattung 514,7—-491,7 (Ende unscharf), 
503,2 


Sp. von reinem, krystallisiertem Himatoporphyrineste; 
in Chloroform: 


I. Nach Vorbeschattung 628,9—616,6 ; II. (schwach) 598,7—593,7 
622,7 596,2 
If. 583,4—573,6 ; (Ende undeutlich); die Beschattung setzt sich fort und 


578,5 
wird intensiv bei IV. 571,3—564,5 ; V. (stark) 540,5—525,4 ; (Ende 


567,9 532,9 
unscharf). VI. (undeutlich) 513,3—486,1 . 


499,7 
Die Riickstande der ersten beiden Chloroformlésungen 
waren nicht krystallisiert. Auch konnte durch Zusatz von 


heiBem Methylalkohol zur Chloroformlésung keine Krystallisation 
erzielt werden. 


























Untersuchung des Riickstandes vom waBrigen 
Fleischauszug. 


Der Riickstand vom waBrigen Auszug wurde mit 150 ccm 
Kisessig und 250 ccm Ather im Scheidetrichter griindlich aus- 
geschiittelt. Die atherische Lésung gab nach wiederholtem 
Waschen mit Wasser folgendes Spektrum: 


Sp. der itherischen Lésung: (Selbst in dicker Schicht ver- 
waschen, in diimner Schicht nicht ablesbar). 


I. 650,2—625,1 ; II. nach Vorbeschattung 554,5—532,6 ; Ill. 











637,6 548,5 
513,7—485,8 (undeutlich); nach Zusatz von Pyridin erschienen deutlich 
499,7 
die Hamochromogenstreifen: I. Nach Vorbeschattung 592,5—511,6 : 





582,0 
II. 561,1—550,2 ; IIL. 535,4—516,0 . 


555,6 525,7 
Auf Zusatz von Hydrazin verschwand der 1. Streifen, der 2. dagegen 
wurde sehr deutlich; er lag bei 559,8—551,0 , Werte, die noch immer 


555,5 











besser auf Blutfarbstoff stimmen. 


Die iatherische Lésung hinterlieB nach dem Verdunsten 
wieder ein rotbraun gefarbtes Ol, das wie oben mit Brom- 
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wasserstoff—Hisessig behandelt und demgemaB verarbeitet wurde. 
Das Porphyrin zeigt folgendes 


Sp. in atherischer Lésung: 
I. Nach Vorbeschattung 628,3—621,2 ; II. (sehr schwach) 601,2—595,8; 
624,7 598,5 
II. nach Vorbeschattung 585,8—574,7 ; die Beschattung setzt sich fort 
580,2 
und wird intensiv bei LV. 571,0—566,2 ; V. (stark) nach Vorbeschattung 
568,6 
537,4—522,9 ; VI. 518,5—483,6 . 
~ 530,1 498,5 
Die atherische Lésung wurde mit 5°/,iger Salzsaiure 
extrahiert: 




















Sp. in 5°/,iger Salzsiure: (deutlich) 
I. 599,8—587,3 ; II. (sehr schwach) 577,2—568,6 ; III. 560,1—537,0. 
593,5 572,9 548,5 
Es wurde also auch aus dem Fleisch durch Behandlung 
mit Kisessig—Bromwasserstoff Hamatoporphyrin erhalten, aller- 
dings in wesentlich geringer Menge, als aus dem wifrigen 











Extrakt. 

Der Fleischriickstand nach obiger Verarbeitung wurde mit 
Wasser griindlich gewaschen und nach Zusatz von Sodalésung 
bis zu schwachalkalischer Reaktion mit 500 ccm Wasser auf- 
geschlimmt und nach Zugabe von 3 Osen Stuhlaufschwemmung 
der Faulnis iiberlassen. Nach 34tagiger Faulnis wurde das 
Gemisch untersucht. 250 ccm davon wurden mit 150 ccm Eis- 
essig und 200 ccm Ather gut durchgeschiittelt. Der Ather- 
auszug zeigte nach griindlichem Waschen nur schwachgelbe 
Farbe. Ein Auszug mit 5°/,iger Salzsfure war zwar rotlich 
gefirbt, aber sowohl in dieser Lésung, als auch in einer daraus 
erhaltenen, fast farblosen Atherlésung waren keine Absorptions- 
streifen festzustellen. 


Kinstliche Verdauung von Fleisch. 
200 g Kalbfleisch wurden in gut zerkleinertem Zustande mit 
2 Liter 1°/,iger Salzsiure aufgeschlemmt und nach Zusatz von 
3g Pepsin bei 35° Wasserbadtemperatur sich selbst tiberlassen. 
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Nach 7 Tagen wurde eine Probe des Ansatzes, nimlich 
250 ccm der Suspension, welche nur mehr wenig ungelistes 
Fleisch enthielt, auf Porphyringehalt untersucht. Es wurde 
durch Zusatz von Natriumacetat essigsauer gemacht, dann mit 
demselben Volumen Kisessig und dem doppelten Volumen Ather 
gut durchgeschiittelt, die iAtherische Lésung wiederholt mit 
Wasser gewaschen und dann mit 5°/,iger Salzsiure extrahiert, 
Hin Porphyringehalt war weder nach der Farbe des Extraktes, 
noch spektroskopisch festzustellen. 

Der Ansatz wurde dann in 5°/,iger Sodalésung nach Zu. 
gabe von 0,5 g Trypsin alkalisch weiter verdaut und nach 
Verlauf eines Monats abermals auf Porphyringehalt nach obiger 
Methode untersucht, jedoch mit demselben negativen Erfolg. 
Neue Versuche mit Menschenfleisch sind im Gange. 


Porphyrine aus menschlichen Organen nach Hydrolyse 
und nach Faulnis. 


1. Rtickenmuskel. 

300 g Riickenmuskel wurden nach méglichst vollstindiger Be- 
freiung von Fett langere Zeit mit Wasser griindlich gewaschen, 
einige Stunden mit 1'/, Liter Wasser durchgeschiittelt und 
schlieBlich durch ein Koliertuch gepreBt. Das Ganze wurde dann 
mit 300 ccm Leitungswasser aufgeschlemmt und nach Impfung 
mit Stuhlbakterien der Faulnis bei einer Temperatur von 30—40° 
iiberlassen. Nach 34tagiger Fiulnis wurde ein Drittel des An- 
satzes auf Porphyringehalt untersucht. Mit 100 ccm Kisessig und 
300 ccm Ather gut durchgeschiittelt, iiber Nacht stehen gelassen, 
von den Fleischfasern dekantiert, dann mehrmals mit Wasser 
gewaschen und die gelbbraun gefirbte, itherische Lésung mit 
5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt*), wurde eine Porphyrinlésung 
erhalten, die einen schwachen Stich ins Rot zeigte und nach 
Zugabe von Natriumacetat in Ather iibergetrieben wurde. 

Sp. der itherischen Loésung: 

I. (Deutlich) 625,8—620,6 ; II. 581,0—573,9 ; (Beginn undeutlich.) 

623,2 577,4 











‘) Ein zweiter Auszug mit 10°/,iger Salzsiiure zeigte keinen Porphyrin- 
gehalt mehr. 














} deutlich) 510,7—486,8 . 





24 Stunden bei Zimmertemperatur und weitere 24 Stunden 
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Die Beschattung setzt sich fort und wird intensiv bei III. 570,9—566,0 ; 


568,4 
1V. (schwach). Nach kurzer Vorbeschattung 535,9—525,3 . V. (Un- 


530,6 





















498,7 





Sp. in 5 /,iger Salzsiure: 
I. 596,8—587,6 (undeutlich); II. deutlich nach Vorbeschattung 
592,2 
557,0—542,6 . Der blutfreie Muskel enthielt nach der Fiaulnis nur 
549,8 
Koproporphyrin. 



























2. Leber. 






a) Hydrolyse der Leber. 
150 g Leber wurden in gut zerkleinertem Zustande 





bei Wasserbadtemperatur mit 1,5 Liter rauchender Salzsaure 
hydrolysiert. Die Salzsiure wurde dann im Vakuum ab- 
destilliert, der trockene Riickstand mit Wasser und Eisessig 
aufgenommen und durch Zusatz von Natriumacetat vollstandige 
essigsaure Reaktion herbeigefiihrt. Hierauf wurde mit 100 ccm 
Kisessig und 200 ccm Ather durchgeschiittelt, von den zuriick- 
bleibenden Fleischfasern dekantiert, die ‘therische Lésung 
wiederholt gewaschen, mit 5°/,iger Salzsiure extrahiert und 
nach Zusatz von Natriumacetat wieder in Ather tibergetrieben. 
Die atherische Lésung zeigte deutliche porphyrinrote Farbe 
und gab folgendes Spektrum: 














Sp. der atherischen Lésung: 
I. 626,1—619,8 ; II. 582,3—573,1 ; (Beginn undeutlich.) Be- 





























622,9 577,7 
schattung setzt sich fort und wird intensiv bei III. 569,2—564,9 . 
567,0 
IV. (Weniger scharf) 533,0—522,0 ; V. (undeutlich 507,5—483,3 . 
527,5 495,4 





Sp. in 5°/siger Salzsiure: 
I. (Verwaschen) 596,4—585,7 ; II. Nach Vorbeschattung 557,0—538,5 . 
591,0 547,27 























278 Hans Fischer und Karl Schneller, 


b) Faulnis der Leber. 

750 g der Leber wurden in zerkleinerter Form mit 1 Liter 
Leitungswasser und einigen Osen Stuhlaufschwemmung bei 35 
bis 40° der Faulnis iiberlassen. 

Nach 1 monatiger Faulnis wurde ein Drittel des Ansatzes (ent. 
sprechend 250 g Leber) samt der begleitenden, wiBrigen Lésung 
auf Porphyringehalt gepriift. Die Verarbeitung geschah wie oben 
(200 ccm Eisessig und 400 ccm Ather). Das Ausschiitteln und 
Waschen muB8 wegen der leichten Méglichkeit der Bildung yon 
Emulsionen, die sich schwer trennen lassen, mit groBer Vorsicht 
geschehen. Der erste Auszug mit 5°/,iger Salzsiure zeigte 
schwach porphyrinrote Farbe, wurde in Ather iibergetrieben und 
die atherische Lésung wieder mit 5°/,iger Salzsiure extrahiert. 

Sp. in 5°,iger Salzsaure: 

I. Beginn der Beschattung bei 605,0. Das Ende wird vom 2. Streifen 
iiberdeckt, der bei Il. 595,5—588,7 liegt. III. Nach Vorbeschattung 

592,1 
561,8—542,0 . (Eine deutliche Abgrenzung der Absorptionsstreifen 
551,9 


konnte wegen der teilweisen Ubereinanderlagerung zweier Porphyrin- 
spektra nicht gemessen werden.) 








Sp. der atherischen Lésung (nach wiederholter Reinigung): 
I. (Sehr schwach) 635,2—631,5 ; I. Nach Vorbesch. 628,8—620,0 ; 
633,3 624,4 
III. (Sehr schwach, Beginn undeutlich) 585,6—574,2 ; die Beschattung 
579,9 
setzt sich fort und wird intensiv bei IV. 572,5—566,5 ; V. 540,4—524,1 . 
569,5 532,2 
(Beginn undeutlich.) VI. Nach Vorbeschattung 511,7—487,6 . 
499,6 




















Das Kammerersche Porphyrin war immerhin nachweisbzr, 
aber in geringerer Menge als in der faulenden Lunge (siehe 
sub 3) vorhanden. Der Riickstand nach dem ersten Auszug 
mit Kisessig—Ather, hauptsachlich aus Fleischfasern bestehend, 
wurde, um einen event. noch vorhandenen Porphyringehalt, 
der nach Abtrennung der Atherschicht zuriickbleibenden stark 
essigsauren Lisung, festzustellen, nochmals mit Eisessig—Ather 
behandelt, aber weder in der salzsauren, noch in der Athe- 











rischen Lésung konnte trotz der roten Farbung kein Porphyrin 
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spektrum erkannt werden. Der Riickstand der ersten gereinigten 
stherischen Lésung wurde mit methylalkoholischem Chlorwasser- 
stoff verestert und nach bekannter Methode verarbeitet. 
Sp. des Veresterungsproduktes in Chloform (deutlich): 
I. Nach Vorbeschattung 628,1—619,0 ; II. (etwas verwaschen) 
623,5 
582,6—573,1 ; Beschattung setzt sich fort und wird deutlich bei 


a a. 














577,8 
HII. 571,0—565,4 ; IV. 540,6—527,5 ; V. (undeutlich) 514,0—490,0 . 
568,2 534,0 502,0 


Der Rickstand nach dem Verdunsten der Chloroform- 
lisung zeigte keine Krystallisation. 


3. Lunge. 
a) Hydrolyse der Lunge. 

40 g Lunge wurden mit 150 ccm rauchender Salzsiure 
in zerkleinertem Zustande 24 Stunden hei gewdhnlicher Tem- 
peratur und dann 12 Stunden bei Wasserbadtemperatur hydro- 
lysiert. Die Salzsiure wurde dann im Vakuum abdestilliert 
und der trockene Riickstand mit 30 ccm Eisessig und 60 ccm 
Ather aufgenommen, gut durchgeschiittelt, tiber Nacht stehen 


gelassen und durch Zusatz von Natriumacetat vollstaindig essig- 


sauer gemacht. Die aitherische Lésung wurde wiederholt mit 
Wasser gewaschen, dann mit 5°/, iger Salzsiure ausgeschiittelt und 
das Porphyrin nach Zugabe von Natriumacetat in Ather iiber- 


' getrieben. Die atherische Lésung war nach wiederholtem Waschen 


mit Wasser blaBrosa gefarbt und zeigte folgendes Spektrum: 
Sp. in Ather: 
I. 626,4—620,2 ; Il. (undeutlich) 582,9—572,2 ; Beschattung setzt 

















623,3 577,5 
sich fort und wird intensiv bei III. 570,3—565,4 ; IV. 536,6—522,3 
567,8 529,4 
(Beginn undeutlich); V. 511,0—438,2 . (Anfang und Ende unscharf.) 
499.6 


Sp. in 5°,iger Salzsiure: 
I. 598,0—588,7 ; II. Nach Vorbeschattung 560,2—540,9 . 
593,8 550,5 
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Der Riickstand der gereinigten atherischen Lésung wurde 
mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff unter Kiihlung yer. 
estert und wie gewoéhnlich verarbeitet. 

Sp. des Veresterungsproduktes in Chloroform: 

I. Nach Vorbeschattung 624,6—617,6 ; II. (schwach) 582,6—571,7 . 

621,1 a 
III. Beschattung setzt sich fort und wird deutlich bei 568,8—563, 


566,2 
IV. Nach Vorbeschattung 536,6—521,6 ; V. (undeutlich) 512,9—488,9 , 


529,1 500,9 
Der Riickstand nach Verdunsten des Chloroforms war 
nicht krystallisiert. 














b) Faulnis der Lunge. 

420 g zerkleinerte Lunge wurden mit 1 Liter Leitung:. 
wasser und einigen Osen Stuhlbakterien bei 35—40° der 
Faulnis iiberlassen. Nach 4wéochiger Faulnis wurde ein 
Drittel des Ansatzes (entsprechend 250 g Lunge) samt den 
waBrigen Extrakt auf Porphyringehalt gepriift. Die Ver. 
arbeitung geschah wie oben (200 ccm Hisessig und 300 ccm Ather, 
Die stark rotbraun gefarbte, atherische Lésung wurde mit 5°/, iger 
Salzsiure extrahiert und der deutlich porphyrinrot gefarbte 
Extrakt nach Zusatz von Natriumacetat mit Ather ausgeschiittelt 

Sp. der atherischen Liésung: 

I. (Schwach) 635,8—630,4 ; II. (stirker) 626,5—620,8 ; III. (schwact 

















633,1 623,6 
und wenig deutlich) 583,7—573,6 ; die Beschattung setzt sich fort wi 
578,6 
wird intensiv bei IV. 571,0—565,0 VI. Nach Vorbesch. 512,1—484/. 
568,0 498,2 


Sp. in 5°/,iger Salzsiure: 
I. Beschattung beginnt bei 604,9. Das Ende wird vom 2. Streifer 
iiberdeckt, der bei II. 597,3—587,9 liegt. III. Nach Vorbesch. 561,6— ~ 5489 
592,1 551,8 
Weitere Ausziige mit 10°/,iger und 25°/,iger Salzsaure 
enthielten nur noch Spuren von Porphyrinen. 
Der reichliche Gehalt der Lunge an Porphyrinen fill 


auf, und wir haben natiirlich bei diesen Befunden auch Be- 
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denken bekommen, ob das (Kopro-)Porphyrin tatsichlich aus 
dem Muskelfarbstoff stammt; denn die Lunge enthalt ja nur 
sehr wenig glatte Muskulatur, aber immerhim ist zu bedenken, 
'daB gerade in der Lunge die Verhiltnisse fiir einen quanti- 
' tativen Aufschlu8 durch Faulnis auBerordentlich giinstig liegen, 
weil das Organ an sich porése Struktur besitzt. 





4. Herz. 
300 g zerkleinertes Herz wurden mit °/, Liter Leitungs- 
[| wasser und einigen Osen Stuhlaufschwemmung bei 35—40° 
' der Faulnis iberlassen. Erst durch Verarbeitung von ?/, des 
' Ansatzes (entsprechend 200 g Herzmuskel) wurde ein deut- 
‘liches Porphyrinspektrum erzielt. Die Verarbeitung geschah 
‘analog den friiheren Versuchen. 


Sp. der atherischen Lésung: 

I. 635,3—630,2 ; Il. 625,8—620,9 ; (der erste Streifen ist etwas 
: 632,7 623,1 
| stirker als der zweite.) III. Nach Vorbeschattung 580,8—573,9 ; die 
4 577,38 

Beschattung setzt sich fort und wird intensiv bei IV. 569,5—564,7 ; 

‘ 567, 
e . nach Vorbesch. (Beginn undeutlich) 541,0—526,5 ; VI. 510,9—488,9 . 
: 538,7 499,9 

Sp. in 5°/,iger Salzsiure (verwaschen): 
' I. Beschattung beginnt bei 606,4. Das Ende wird vom 2. Streifen 
| iiberdeckt, der bei 595,3—589,7 liegt. III. (Sehr schwach) 579,3—573,4 . 
: 592,5 576,38 
IV. Nach Vorbeschattung 563,4—545,9 . 
| 554,6 





























7 5. Uterus. 

_ 400g Uterus wurden nach Zerkleinerung mit */, Liter 
_Leitungswasser und einigen Osen Stuhlaufschwemmung bei 
-35—40° der Faulnis iiberlassen. Nach 4wochiger Faulnis 
“wurde ein Drittel des Ansatzes auf Porphyringehalt gepriift. 
Die Verarbeitung geschah wie frither (200 ccm Eisessig, 300 ccm 
‘Ather), Der salzsaure Auszug war deutlich porphyrinrot ge- 
farbt und die daraus gewonnene Atherische Lisung zeigte ein 
‘Sehr scharfes Porphyrinspektrum. 
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Sp. der atherischen Lésung: 
I. 635,0—630,2 ; II. nach Vorbeschattung 625,1—619,4 ; Streifen | 
632, 6 622,2 
war nur wenig schwiacher als Streifen II.) ID. Nach breiter Vo. 
beschattung 580,4—572,8 ; Beschattung setzt sich fort und wird intensiy 














576,6 
bei IV. 569,5—564,4 ; V. nach Vorbeschattung (undeutlich) 539,7—521,4 . 
566,9 530,5 
VI. nach Vorbeschattung (undeutlich) 510,8—483,5 . 





497,1 
Sp. in 5%,iger Salzsiure: 


I. Beschattung beginnt bei 606,7. Das Ende wird vom 2. Streifen 
iiberdeckt, der bei II. 597,6—587,5 liegt; III. (sehr schwach) 577,8—5725 ; 


592.5 515,2 
IV. (undeutlich) 565,9—536,7 . 
551,38 
Der Riickstand der wiederholt gereinigten Atherische 
Liésung wurde mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff ver. 
estert und wie iiblich verarbeitet. 











Sp. des Veresterungsproduktes in Chloroform: 
I. 626,1—618,6 ; II. nach Vorbeschattung 853,1—573,7 (undeut 
622,3 578,4 
lich). Die Beschattung setzt sich leicht fort und wird intensiv bi 
III. 571,7—557,1 ; IV. nach Vorbesch. 541,5—524,0 ; V. 511,9—491, 


a 


564,4 532,7 501,8 
(Ende undeutlich). 














6. Milz. 

In analoger Weise wie friiher wurden 70 g Milz nac 
4wochiger Faulnis untersucht. Es zeigte sich dasselbe Ergebnis 
wie bei den bereits beschriebenen Organen, mit dem Unter 
schied, daB infolge des auBerordentlichen Blutreichtums ¢e 
Milz das Kimmerersche Porphyrin stark vorherrschte. Ds 
neben war auch Koproporphyrin deutlich nachweisbar, wi 
folgende Zahlen beweisen: 


Sp. der itherischen Lésung: 
I, (Stark) 635,7—630,5 ; II. (etwas schwiicher) 626,5—621,$ 
~~ “ SS 
633,1 624,3 
III. (schwach) 581,4—574,5 . Die Beschattung setzt sich fort uni 
577,9 
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wird intensiv bei IV. 570,5—566,8 ; V. (undeutlich) 541,5—526,7 ; 
568,6 534,1 
/ yi. 511,7—486,1 (Ende undeutlich). 
: 498,9 
Sp. in 5°%iger Salzsiure: 
I. (Schwach) nach Vorbeschattung 606,3—597,1 . Beschattung 
1 601,7 
| setzt sich fort bis 588,4; Il. nach Vorbeschattung 564,3—544,6 (bis 540,86). 
: 554,4 




















7. Fisehfleisch. 
4 200 g blutfreies Cabeljaufleisch, von Haut und Griten 
‘befreit, gaben nach 4wéchiger Faulnis und analoger Ver- 
‘ arbeitung mit Kisessig—A ther sowohl in itherischer als auch 
‘in salzsaurer Lisung ein schwaches, aber immerhin deutlich 
'nachweisbares Koproporphyrinspektrum. 
Sp. der itherischen Lésung: 
I. 625,6—621,9 ; II. 583,0—574,0 ; IIL. 571,2—565.8 ; 
623,7 518,5 568,5 
IV. 539,5—526,6 ; V. 510,6—489,9 . 
~~ 533,0 500.2 
Sp. in 5°/,iger Salzséure: 
I. 598,0—587,8 ; II. 560,6—540.6 . 
592,9 550,6 




















S. Hefe.') 


q a) Féulnis. 
& 


: 150 g untergirige Bierhefe gaben nach 3wiéchiger Faulnis, 
" wobei eine geringfiigige Schwarzfirbung eintrat, und Verarbeitung 
/wie oben folgende Spektra: 

: Sp. der itherischen Lésung: 

I. (Deutlich) 626,2—620,9 ; II. (verwaschen) 606,0—599,2 ; 

: 623,5 602,6 
Ill. 581,5—568,4 . Die Beschattung setzt sich fort und wird intensiv bei 
: 574,9 

IV. 563,8—558,9 . V. Nach Vorbesch. 538,9—522,5 . VI. 507,6—488,6 . 

: 561,3 530,7 498,1 























af a 





') Fast alle Hefepriiparate verdanken wir dem Entgegenkommen 
) der Léwenbrauerei Miinchen. 
'  Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXV. 19 
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Sp. in 5°/,iger Salzsiure: 
I. 598,2—589,0 ; I]. 557,7—543,2 . 
594,0 550,4 








b) Plasmolyse. 

115 g Hefe wurden mit 7 g Kochsalz gut durchgeknete, 
Nach wenigen Minuten nahm die Hefe eine breiige Konsistey, 
an. Das Ganze wurde, mit Ather iiberschichtet, einige Tage 
stehen gelassen. Die Untersuchung auf Porphyringehalt nach de: 
Eisessig—Athermethode ergab in 5°/,iger Salzsiure mit Sicher. 
heit nur einen deutlichen Streifen bei a , wahrend 
in Atherischer Lésung keine Absorption festgestellt werden 
konnte. Immerhin konnte aus den beiden Versuchen auf die 
Anwesenheit von Koproporphyrin geschlossen werden. 

Ein Versuch in gréBerem Ma8stab gab ein viel deutlicheres 
Ergebnis. 500 g Hefe wurden mit 30 g Kochsalz plasmolysiert, 
mit 500 ccm Kisessig und 1000 ccm Ather griindlich durch. 
geschiittelt und iiber Nacht stehen gelassen. Die gelbbraun ge. 
farbte Atherlésung wurde nach dem Waschen mit Wasser mit 
5°/,iger Salzsiure gut durchgeschiittelt. Der salzsaure Extrakt 
war deutlich porphyrinrot gefarbt. Nach Zusatz von Natriumacetat 
in Ather iibergetrieben, wurde folgendes Spektrum erhalten: 





Sp. der itherischen Liésung: 
I. (Deutlich) 626,2—621,0 ; II. (sehr schwach) 599,6—594,7 ; 




















623,6 597,1 
III. (schwach) 583,2—573,8. Die Beschattung setzt sich fort und wird 
578,5 
intensiv bei IV. (deutlich) 570,4—566,3 . V. (Nach Vorbeschattung) 
568,3 
536,0—524,4 ; VI. 507,9—485,3 . 
580,2 496,6 


Sp. in 5°/,iger Salzsdure: 
I. Nach Vorbeschattung 598,9—587,6; II. 560,8—539,7 . 








593,2 550,2 


Nach dem Verdunsten des Athers wurde der Riickstand 
mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff verestert und wi 
iiblich verarbeitet. 
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Sp. des Esters in Chloroform: 
I. (Deutlich) 626,5—619,0 ; II. 588,2—572,2 . Beschattung setzt 


622,7 577,71 
: sich fort und wird intensiv bei III. 570,5—563,8- IV. Nach breiter 











{ 567,1 
| Vorbeschattung 542,8—526,8 , V. 514,2—486.5 . 
534,8 500,3 











Alle Werte stimmen eindeutig auf Koproporphyrin. 


| Versuche, Koproporphyrin aus Lorbeerblattern, ,,krystalli- 
' siertem Chlorophyll* und gekeimter Gerste nach der ge- 
' schilderten Methode zu gewinnen, sind gescheitert. 
Wir haben den Versuch, Hefe nach Plasmolyse zu ver- 
‘ arbeiten, noch oft wiederholt und immer Porphyrin gefunden. 
800 g Hefe enthalten nach der colorimetrischen Messung etwa 
| 1 mg Porphyrin. 

Natiirlich wird die Untersuchung auch auf andere Pilze 
‘ iibertragen. Bis jetzt wurde Streptothrix leproides untersucht. 
/50g des Bakteriengemisches wurden genau so wie die Hefe 
_verarbeitet. Porphyrine konnten dabei auch nach der Faulnis 
nicht nachgewiesen werden. 


: Zusatz bei der Revision: In einem Vortrag in der 
' Miinchener Chemischen Gesellschaft am 28. Februar 1924 gab 
| H. Fischer die wesentlichen Ergebnisse dieser Mitteilung be- 
-kannt und Herr Prof. Liiers machte dabei den Kinwand, dab 
i das Porphyrin aus dem bei der Hefeziichtung verwendeten 
j Hopfen und damit aus Chlorophyll stammen kénne. Dieser 
'Kinwand war nicht ganz von der Hand zu weisen, und wir 
sind Herrn Prof. Liiers sehr zu Dank verpflichtet, daB er 
ws darauf aufmerksam machte, daB garantiert chlorophyll- 
‘freie Hefe aus der PreBhefe- und Spiritusfabrik Wieninger 
' in Rittsteig bei Passau zu erhalten sei. Die Direktion dieser 
' Fabrik sandte uns in liebenswiirdiger Weise 1 kg dieser Hefe. 
' Die Verarbeitung ergab ein einwandfreies Koproporphyrin- 
spektrum, wie bei den friiheren Versuchen. Koproporphyrin 
'z.T, miglicherweise als Komplexsalz enthalten) ist also ein 
\primares Stoffwechselprodukt der Hefe. 





19* 
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Zur Vervollstindigung des Beweises haben wir dann noch 
Chlorophyll aus Lorbeerblattern der Einwirkung von giirender 
Hefe unterzogen und haben dabei keinerlei Porphyrinvermehrune 
feststellen kénnen. Wir halten es deshalb fiir ausgeschlossey, 
da8 das Porphyrin sekundir aus dem Chlorophyll gebilde; 
wird. Indessen wiire auch eine sekundiire Bildung fiir di 
SchluBfolgerungen, die wir gezogen haben, von gleicher Be. 
deutung. Versuche, durch bestimmte Zusitze zu girender Hefe 
eine Anreicherung des Porphyrins zu erzielen, sind im Gange, 

Herr Postowsky machte uns ferner darauf aufmerksan, 
daB in der Literatur ein Mycoporphyrin beschrieben wurde, 
das J. Reinke?) in Penicilliopsis Clavariaeformis gefunden hat. 
Nach den von dem Autor angegebenen Daten handelt es sicli 
mit ziemlicher Sicherheit um ein Porphyrin, und wir beab- 
sichtigen, dieses einer niheren Untersuchung zu unterziehen. 


Hydrolyse von frischem Rinderblut. 


200 ccm frisches Rinderblut wurden mit 400 ccm rauchen- 
der Salzsiure 12 Stunden auf dem Wasserbad erwarmt und 
dann einige Tage stehen gelassen. Die Hialfte des Ansatzes 
wurde auf Porphyrine weiter verarbeitet. Das Hydrolysierungs- 
produkt wurde im Vakuum bis fast zur Trockne eingedampit 
und der Riickstand mit 150 ccm Eisessig und 200 ccm Ather 
méglichst ohne Bildung stérender Emulsionen durchgeschiittelt, 
mit Wasser bis zur Farblosigkeit des Waschwassers gewaschen 
und dann mit 5°/,iger Salzsiure extrahiert. Der salzsaure 
Extrakt war nur schwach porphyrinrot gefarbt, wihrend die 
zuriickbleibende iitherische Lésung noch intensive braune Farbe 
zeigte. Nach dem Ubertreiben in Ather wurde folgendes Spek- 
trum gemessen: 


Sp. der itherischen Lésung (schwach): 
I. Nach Vorbeschattung 625,0—618,7; II. (undeutl.) 580,7—572,4: 

















621,8 576,5 

Iif. (etwas deutlicher) 569,1—563,8 ; IV. (verwaschen) 531,1—521,2 : 
566,4 526,1 

VY. 504,6—483,7 (Ende undeutlich). 


494,1 





1) Annales du Jardin Botanique de Buitenzorg, 1887, 8. 73 (Leiden). 
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Sp. in 5°/,iger Salzsiure: 
J. Nach Vorbeschattung 598,6—587,2 ; II. 560,8—537,2 . 
592,9 549,0 








Hydrolyse einer faulenden Himoglobinlésung. 


“ 200 ccm einer durch Zentrifugieren von Rinderblut ge- 
' wonnenen Himoglobinlésung, die seit 9 Monaten in Fiaulnis 
 iibergegangen war, wurde mit 600 ccm rauchender Salzsiure 
_ 12 Stunden auf dem Wasserbade erwirmt und nach mehr- 
 tigigem Stehen bei Zimmertemperatur verarbeitet. Das Ganze 
i wurde bis zur 'rockne im Vakuum eingedampft, der feste 
- Riickstand mit 150 ccm Eisessig und wenig warmem Wasser 
- aufgenommen und nach Zugabe von Natriumacetat bis zu 
kongonegativer Reaktion mit 200 cem Ather durchgeschiittelt. 
4 Nach dem Waschen der itherischen Liésung bis zur Farb- 
" losigkeit des Waschwassers wurde diese mit 5°/,iger Salzsiure 
- extrahiert. Die salzsaure Lésung war intensiv porphyrinrot 
sefirbt (wesentlich stirker als bei dem entsprechenden Ver- 


' such mit nicht gefaultem Blut). Nach Zugabe von Natrium- 


aectat wurde das Porphyrin in Ather iibergetrieben, der nach 
_ wiederholtem Waschen folgendes Spektrum gab: 


Sp. der iitherischen Lésung (deutlich): 
J. Nach Vorbeschattung 629,2—618,3 ; II. (sehr schwach) 
623,7 
600,5—594,4 ; IIL. (stark) 585,7—574,7 ; die Beschattung setzt sich 
597,4 580,2 
leicht fort und wird intensiv bei 1V. 572,3—564,7 (Ende unscharf); 


568,5 
V. Nach Vorbeschattung 538,7—519,0 ; VI. 512,3—478,0 . 


528,8 495,1 




















Sp. in 5°/,iger Salzsiure (deutlich): 
I. Nach Vorbeschattung 600,1—586,0 ; II. (schwach) 577,0—596,9 ; 
593,0 573,4 








III. (deutlich) 561,6—536,6 . 
549,1 





Der Riickstand der gereinigten atherischen Lésung wurde, 
wie iiblich, mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff verestert. 
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Sp. des Veresterungsproduktes in Chloroform (deutlich), 
I. Nach Vorbeschattung 628,2—615,7 ; If. (sehr schwach) 




















621,9 
597,4—593,0 ; III. 582,4—573,8; die Hischattinng wird intensiy be’ 
595,2 578,1 
IV. 571,8—561,7 ; V. nach Vorbeschattung 543,6—522,6 ; IY, 
566,7 533,1 
514,5—481,6 (Ende unscharf). 
498,0 


Der Riickstand nach Verdunstung des Chloroforms zeigte 
keine Krystallisation. Ebensowenig fiihrte die Fillung einer 
Chloroformlésung mit Methylalkohol zu einem krystallisierten 
Kster. 

Vergleichsweise wurde eine Probe der gefaulten Hiimo. 
globinlésung ohne Hydrolyse untersucht. 

150 com Hamoglobinlésung wurden mit 150 ccm Kisessig 
und 300 cem Ather gut durchgeschiittelt, iiber Nacht stehen 
gelassen, die atherische Schicht abgetrennt und mit Wasser 
wiederholt gewaschen. Der erste Auszug mit 5°/,iger Salz- 
siure wurde zur Entfernung mitgeléster Verunreinigungen 
nochmals mit Ather durchgeschiittelt und die so gewonnene, 
reine und schwach rot gefarbte Porphyrinlésung nach Zugabe 
von Natriumacetat mit Ather extrahiert. 


Sp. der iitherischen Liésung (nach wiederholter Reinigung): 

I. (sehr schwach) 635,4—6380,5 ; II. (deutlich) 626,5—619,8: 
632,9 623,1 

III. (undeutlich) 582,9—472,5 ; IV. Die Beschattung setzt sich fort 


577,17 
und wird intensiv bei 571,0—565,8 ; V. Nach Vorbeschattung (wu: 


568,4 
deutlich) 537,9—523,6 ; VI. 510,4—487,0 (Ende undeutlich). 
530,7 498,7 
Sp. in 5°/,iger Salzsiure (sehr schwach); 




















I. Beginn der Beschattung 605,4. Das Ende wird vom zweiteu 
Streifen iiberdeckt. II. (schwach) 597,5—587,9; III. Nach Vor 
592,7 
beschattung (wenig deutlich) 558,4—541,5 . 








549,9 
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Bei einem zweiten Versuch wurde eine Himoglobinlésung 


gerwendet, die aus gut zentrifugierten Blutkérperchen gewonnen 
' wurde, welche wiederholt mit physiologischer Kochsalzlésung 


» gewaschen, im gleichen Volumen Wasser gelést und von ge- 
' ringen Abscheidungen filtriert wurden. Die Verarbeitung ge- 


' schah wie oben. In einem wiederholt gereinigten dtherischen 
' Auszug war lediglich das Spektrum von Kimmerers Por- 


| phyrin zu erkennen, 


a 
a 


Verinderung des Kimmererschen Porphyrins in 
eisessig-aitherischer Lésung, 


Eine eisessig-aitherische Lésung von Kaimmerers Por- 


& phy rin zeigte nach mehrmonatigem Stehen neben dem schwiacher 
 gewordenen typischen Streifen fiir dieses Porphyrin bei 632 up 


‘auch einen sehr deutlichen Streifen bei 623 uu. Der nicht 


' krystallisierte Riickstand dieser Lisung gab nach der Ver- 


esterung mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff in Chloro- 
| formlésung folgendes Spektrum: 


| 5024540, 6. 
: 551 0 


I. 627,8—619,2 ; IJ. 581,9—574,2 ; III. 570,8—563,8 ; 
623,5 578,0 567,3 
IV. 538,4—526,9 ; V. 513,8—489,6 . 
532,6 501,7 

















Auch nach wiederholter Reinigung durch Fiallung der 


Chloroformlésung mit Methylalkohol und Wiederaufnahme mit 
_ Chloroform konnte keine deutliche Krystallisation erzielt werden. 
3 Die Verseifung des so gereinigten Produktes mit 10 °/,iger 
j Natronlauge ergab nach Zusatz von Hisessig und Ather und 
_ Extraktion dieser Lésung mit 25°/,iger Salzséure folgendes 
q ' Spektrum: 


Sp. in 25°/,iger Salzséure: 
I. Nach Vorbeschattung 597,5—588,2 ; II. Nach Vorbeschattung 
592.8 








Die entsprechenden Streifenmitten fiir das Hiamatopor- 


p Phyrin in 25°/,iger Salzsiure liegen bei 598,1 bzw. 553,7. 
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Vergleich der Eisensalze des Hiimato- und Kopro- 
porphyrinesters. ') 
































Eisensalz des In Chloroform In Pyridin = ime " 
Hydrazin 

Hiamatoporphy- 

rinesters . . 642,1 | 542,0 | 503,6 | 547,9 | 518,0 | 548,6 | 5183 

Koproporphy- 

rinesters . . 641,1 | 542,5 | 502.5 | 547,6 | 517,5 | 548.1 | 5178 











Nachtrag zur III. Mitteilung tiber Porphyrine. 


In weiterer Verfolgung der Versuche zur Isolierung von 
Porphyrinen aus menschlichem Faeces haben wir auch bei voll- 
standig fleischfreier Kost in zwei untersuchten Fallen (Stern, 
Huscher) das friiher*) veréffentlichte Ergebnis erzielt. 


Herr Stern lebte seit 2 Monaten vollstandig fleischlos 
Der Stuhl (200 g) wurde mit 300 cem Alkohol und 300 ccm Ather 
extrahiert und der Riickstand mit 100 ccm Ather gedeckt. Ein 
darauf erfolgender Auszug mit 100 ccm Eisessig und 300 ccm 
Ather wurde griindlich mit Wasser gewaschen und die ithe. 
rische Lisung mit 5°/,iger Salzsiiure extrahiert. Die Farbung 
der Extrakte war durchaus analog denen bei normalen Stiihlen. 

Sp. in 5°%,iger Salzsiure: 

I. Nach Vorbeschattung 608,2—589,4; II. 551,7—547,5; daneben 


598,8 549,6 
war noch ein Urobilinstreifen erkennbar. 








Die angegebenen Werte beziehen sich auf den ersten 
Auszug mit Salzsiure, so wie es Snapper vorschreibt. Nach 
unseren Erfahrungen sind diese Werte nicht immer einwand- 
frei, sondern erst durch nachfolgendes Ubertreiben in Ather, 
Waschen mit Wasser und Wiederaufnahme in Salzsiure erhilt 
man deutliche und iibereinstimmende Absorptionsstreifen. 





*) Es sind nur die Haupt-Streifenmitten angegeben. 
*) Diese Zs. Bd. 130, S. 306 u. f. (1923); vgl. auch Anm. S$. 307 
dieser Abhandlung. 
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Die salzsaure Lisung des Porphyrins wurde nach Zusatz 
: yon Natriumacetat bis zur kongonegativen’ Reaktion in Ather 
q iibergetrieben und die atherische Lésung sechsmal grindlich 
| mit Wasser gewaschen, bis sie schén porphyrinrot erschien. 


Sp. der itherschen Lésung: 
I]. 625,5—621,2 ; Il. Beginn 582,9, Ende nicht ablesbar; 
623,3 
569,0—566,6 ; IV. 588,1—522.8; V. 507,3—485,1 . 
567,8 530,4 496,2 














Die atherische Lésung wurde dann mit 25°/,iger Salz- 
siure extrahiert. 


Sp. der Lésung in 25°%,iger Salzsaure: 
I. 599,8—591,7 ; IL. 562,0--542,5 . 
595,7 552,2 
Der Urobilinstreifen ist verschwunden, ein Beweis dafiir, 
daB es gelingt durch Waschen mit Wasser das Urobilin her- 
auszuschaffen. Nach nochmaligem Ubertreiben in Ather und 


Kontrolle der Werte wurde wieder mit 5°/,iger Salzsaure 
extrahiert. 








Sp. in 5°/,iger Salzsaiure (nach griindlicher Reinigung): 
I. 594,9—587,3 ; II. 554,1—543,2 . 
591,1 548,6 








Die gefundenen Zahlen weisen also eindeutig auf Kopro- 
porphyrin hin. 

Herr Huscher lebte seit mehreren Monaten vollstindig 
fleischlos. Es wurde nur eine kleine Stuhlprobe verarbeitet 
und auch damit das im Falle Stern erzielte Ergebnis bestatigt. 

60 g Stuhl') wurden mit 100 ccm Alkohol und 150 ccm 
Ather extrahiert, der Riickstand mit 50 ccm Ather gedeckt 





1) Angesichts der jiingst erschienenen polemischen Abhandlung 
des Herrn Papendieck [Diese Zs. Bd. 113, S. 97 (1924)] wiire es von 
Interesse, zu wissen, ob der genannte Autor 60 g Stuhl als eine geringe 
oder als eine groBe Menge auffaBt. In Punkt 3 reproduziert Papen- 
dieck im wesentlichen unsere Ansichten. Die sekundire Bildung des 
Koproporphyrins bei der Fiaulnis ist in der Abhandlung in der Miinchner 
Med. Wochenschr. Nr. 36 (1923) ganz klar ausgedriickt. 
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und dann mit 50 ccm Kisessig und 100 ccm Ather ausgezogey, 
Die weitere Verarbeitung geschah ganz analog dem Fall. 
Stern. 

Die sowohl in Ather als auch in Salzsiure gefundene) 
Absorptionsstreifen waren zwar schwach, aber immerhin deut. 
lich meBbar. Der erste Auszug mit 5°/,iger Salzsiure wurde 
nicht gemessen, das Porphyrin vielmehr gleich nach oben ge. 
schildertem Verfahren in Ather iibergetrieben. 


Sp. der atherischen Lésung: 














I. 625,3—620,8 ; II. Beginn 582,8, Ende nicht ablesbar; 
623,0 
III. 569,2—565,9 ; IV. 535,7—522,6 ; V. 507,1—488,1 . 
567,5 529,1 497,6 


Sp. in 25°/,iger Salzsiure: 
I. 988,8—588,9 ; Il. 559,8—542,0 . 
593,8 550,9 
Sp. der Lésung in 5°%,iger Salzsiure: 
I. 594,2—587,5 ; II. 554,6—542,0. 
590,8 548,3 
Die Riickstainde der gut gereinigten itherischen Lésungen 
der Porphyrine aus den Stithlen Stern und Huscher wurden 
mit Methylalkohol aufgenommen und durch Einleiten trockenen 
Chlorwasserstoffs unter EKiskiihlung verestert. Die dunkel rot- 
braun gefarbte Lésung wurde im Vakuum fast bis zur Trockne 
eingedampft, unter Kihlung mit Sodalésung aufgenommen 
und mit Chloroform extrahiert. Nach dem Verdunsten des 
Chloroforms hinterblieben charakteristische Krystalle von 
Koproporphyrinmethylester. (Kin Schmelzpunkt konnte wegen 
Materialmangels nicht genommen werden.) Der _ spektro- 
skopische Befund der Chloroformlésung stimmte jedoch gut 
mit dem von reinem Koproporphyrinmethylester in Chloro- 
form iberein. 
Sp. des Esters in Chloroform: 
I, 626,3—617,3 ; II. 581,2—562.7 ; II. 540,3—524,2 ; 
621,8 571,9 532,2 
IV. 511,9—494,8 . 





























498,3 
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Sp. von reinem Koproporphyrinester in Chloroform: 
I, 625,3—617,9 ; II. 579,9—563,8 ; Ill. 539,1—524,7 ; 
621,6 571,8 531,9 
511,4—485,9 . 
498,6 














Nach 10 tagiger Kinnahme von tiglich 10 ccm Blut konnte 


7 auch im Stuhl von Herrn Stern wie in den friher be- 
. schriebenen Fallen neben Kimmerers Porphyrin Kopro- 
porphyrin spektroskopisch nachgewiesen werden. Sensibili- 
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sierungserscheinungen wurden nach 2maliger intensiver Sonnen- 


a bestrahlung von je 1stiindiger Dauer nicht festgestellt. 














Untersuchungen iiber die Nucleinsubstanzen der Milz, 
Von 
Jitsuichi Hagihara. 





(Aus dem pbysiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Februar 1924.) 


Vergleicht man die Kenntnisse, die wir iiber den morpho. 
logischen Bau der pflanzlichen und tierischen Zellen besitzen 
mit unserem Wissen iiber ihre chemischen Bestandteile, » 
wird einem sofort klar, welch ein groBer Unterschied zwischen 
beiden besteht. Dort eine bis ins feinste Detail ausgebaute 
Hinsicht in die Struktur der Zelle und ein fast liickenloses 
Bild von ihrer Entwicklung aus einfachen Anfangen, hier ein 
Zusammenstellung und Beschreibung einiger weniger Zell. 
bestandteile, oft widerspruchsvoll und die einzelnen Beo). 
achtungen nur schwer, hiufig gar nicht miteinander in eine 
Zusammenhang zu bringen. Und doch kann sowohl der mikro- 
skopischen Anatomie wie der chemischen Biologie nichts er 


wiinschter sein als eine klare und folgerichtige Ubersicht ibe ; 


die Kérper, deren feine Struktur man mit dem Mikroskope » 


genau verfolgen kann. Der Mikroskopiker behilft sich abe— 


meist in Ermangelung von etwas Besserem mit einigen wenigel 


Schlagwoértern, die, aus einer iilteren Zeit iibernommen, gewéhi F 


lich rein fuB8erliche Bezeichnungen sind wie Protoplasms, 
Granula, Chromatin, Volutin, Mitosomen usw. So ist es 2 
verstehen, daB iiber die Fragen, die am meisten interessieret, 


groBe Meinungsverschiedenheiten bestehen. Die Herkunft det . 
verschiedenen Zellbestandteile, die Natur der mannigfacherf 


Einschliisse, genauere Einblicke in die biologische Funktio 
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‘der verschiedenen Zellarten, all das sind Gebiete, von denen 
‘wir nur sehr mangelhafte Kenntnisse haben. Und endlich auf 
‘dem Gebiete, das den Mikroskopiker am meisten zu interessieren 
i pflegt, iiber die Ursachen des verschiedenen Fiarbungsvermégens 
‘der Zellbestandteile, herrscht heute noch eine lebhafte und oft 
leidenschaftliche Kontroverse. Man hat versucht mit den feinen 
: und eleganten Methoden der physikalischen Chemie in das 

| Wesen der Zellen einzudringen, aber ihrer ganzen Natur nach 
| kénnen diese physikalischen Methoden auch nur Resultate 

P liefern, die uns tiber die physikalischen Zustiinde der Zellen 

q orientieren, wiaihrend sie uns bei der Erforschung der chemi- 

q schen Natur der Zellstoffe ganz im Stich lassen. Die Ursachen 

q fir dieses MiBverhiltnis zwischen unseren morphologischen und 

‘chemischen Kenntnissen der Zelle liegen zum gréBten Teile 

‘daran, daB chemische Untersuchungen von unbekannten Stoffen 
‘nur méglich sind, wenn man gréBere Mengen von Ausgangs- 

: material zur Verfiigung hat. Das ist aber nur selten und nur 
unter ganz besonders giinstigen Umstiinden der Fall. Aber 
Fauch dann pflegt man meist erst nach vielen resultatlos ver- 
 laufenen Anliufen die Méglichkeit einer erfolgreichen Bearbeitung 
‘seiner Plaine kennen zu lernen. Man muB also von vornherein 
peeine Ziele nicht gar zu weit stecken und wenn gelegentlich 

° ‘verlangt worden ist, daB man nicht allein die Natur der 

Divan sondern auch die der einzelnen Formteile der 

ac omosomen chemisch definieren miisse, so sind solche Forde- 

P rangen vorliufig gar nicht erfiillbar. 

j Fiir die Anschauungen, die wir heute iiber den chemischen 
Bau der Zellen haben, sind die Arbeiten Mieschers!) grund- 
‘legend gewesen, die er auf Anregung von W. His zuerst an 
Aden Kernen von Kiterkérperchen ausgefiihrt hat. Sieht man 

‘sich altere Lehrbiicher der physiologischen Chemie an, so 

findet man als chemische Charakteristik von Organen oder 
sihrer Zellen meist nur eine Aufzihlung ihres KiweiBgehaltes, 

lihres Gehaltes an F etten, Lecithin und an anderen organischen 
und anorganischen Stoffen. Durch die Arbeiten Mieschers 
haben wir gelernt, daB der Zellkern eine besondere charakte- 
ristische Substanz enthiilt, die in allen Kernen vorkommt und 
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in ganz besonders reichlichen Mengen in den Gebilden, die 
aus Kernsubstanzen hervorgegangen sind: in den Képfen de; 
Spermien. Nachfolgende Untersuchungen haben die Befunde 
Mieschers bald bestatigt und erweitert; so konnte Hoppe- 
Seyler?) das Vorkommen einer solchen charakteristischen 
Kernsubstanz in den Hefezellen zeigen, Plosz*) in den Kernen 
der Vogel- und Schlangenblutkérperchen und Kossel‘) in 
den Zellen der Thymusdriise des Kalbes. Da man sich iiber 
den genaueren chemischen Bau der neuen Substanz anfangs 
natiirlich nicht im klaren war, so hatte Miescher den Korper 
einfach ,Nuclein“ genannt. Durch diese Bezeichnung ist nun 
leider von Anfang an sehr viel Unklarheit und Irrtum in die 
Kernchemie gekommen, der sich bis in die heutige Zeit fort- 
gesetzt hat, und erst jetzt hat man auch hier durch die 
Arbeiten H.Steudels einen klaren Uberblick bekommen. Denn 
der urspriinglich von Miescher ,Nuclein“ genannte Koérper 
war eine ausgesprochene Siure; Altmann), der diese fest- 
stellung im Drechselschen Laboratorium gemacht haite, 
nannte deshalb die Substanz ,,Nucleinsiiure‘ und eine Zeit- 
lang wurden beide Namen nebeneinander als gleichwertig 
benutzt. 

Das Vorkommen einer freien Siure in den Zellkernen 
war nun aber nach allem, was bisher iiber die Reaktion der 
Zellkerne bekannt war, nicht gut denkbar, vielmehr mubte 
man annehmen, daB die sauren Valenzen der Nucleinsiure 
durch irgendwelche basischen Kérper abgesittigt waren. Hine 
solche Substanz mit basischen Kigenschaften wurde nun bald 
nach der Entdeckung der Nucleinsiure von Miescher in den 
Lachsspermien aufgefunden und von ihm Protamin genannt. 
Balcke®) konnte im Laboratorium Drechsels feststellen, dab 
der Kérper, dem Miescher anfangs eine ziemlich einfache 
Formel gegeben hatte, Biuretreaktion gab. Die genauere Zu- 
sammensetzung des Protamins, das heute der Reprisentant einer 
ganzen Klasse von KiweiSkérpern ist, ist durch die bekannten 
Arbeiten Kossels*) niher aufgeklirt worden. Die Verbindung 
der Nucleinsiure nun mit dem Protamin (dieses lieB sich mit 
verdiinnter Salzsiure aus den reinen Képfen der Spermien 
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extrahieren) wurde zunichst als ein Salz aufgefaBt und diese 
Auffassung erfuhr eine gewisse Bestitigung, als es Kossel 
gelang, aus den Kernen der Ginseblutkérperchen, in denen 
schon von Plosz die Gegenwart eines ,,Nucleins“ festgestellt 
worden war, gleichfalls einen basischen EiweiBkérper zu 
extrabieren: das Histon. Auf diese Verbindungen der Nuclein- 
siure mit KiweiBkérpern wurde nun der Name ,,Nuclein“ iiber- 
tragen; findet man also in der Alteren Literatur Angaben tiber 
das Vorkommen von ,,Nuclein“, so muB man sich jedesmal 
vergewissern, ob damit der heutige Begriff der Nucleinsaéure 
oder eine Verbindung von Nucleinsiure und EiweiB gemeint 
ist Kinen ,,Nuclein“ genannten Kérper konnte man auch 
erhalten, wenn man gewisse HiweiSkérper der Pepsinverdauung 
unterwarf; diese Nucleine wurden ihres Phosphorgehaltes wegen 
mit den Nucleinen aus Lachssperma usw. in eine Reihe gestellt. 

Durch die Untersuchungen Lilienfelds*) im Kosselschen 
Laboratorium wurde aber das Bild, das man sich von den 
Bindungsverhialtnissen der Nucleinsiure im Zellkern machte, 
yerwickelter. Aus dem wafrigen Auszug der Thymusdriise 


konnte Lilienfeld durch Essigsiurefillung einen Kérper 
gewinnen, der von ihm als ,,Nucleohiston“ bezeichnet wurde. 
Dieses Nucleohiston sollte auf Grund der Zahlen der Elementar- 


analyse ein ,chemisches Individuum“ sein. Nach seinem 
Phosphorgehalt unterschied es sich aber (3,025°/,) von den 
| bisher bekannten Nucleinen und lieferte bei der Verdauung 
' mit kiinstlichem Magensaft einen Kérper, der nach seinem 
 Phosphorgehalt (4,991°/,) zu den typischen Nucleinen gerechnet 
wurde, Kin ebensolches Nuclein lieB sich erhalten, wenn man 
das Nucleohiston mit 0,8°/, Salzsiure extrahierte; dieses Nuclein 
war aber im Gegensatz zu dem Verdauungsnuclein im Uber- 
schu8 von Salzsiure léslich. Auch durch Kochen mit Wasser sollte 
man vom Nucleohiston zu einem Nuclein kommen kénnen. 
Auber diesem Nucleohiston lieferte ein Auszug mit 10°/, Koch- 
salzlésung aus der Thymusdriise noch eine andere Nucleinsiure- 
KiweiBverbindung, ein sogenanntes Nucleoproteid, dessen Be- 
| dehungen zum Nucleohiston aber nicht weiter verfolgt wurden. 
_ Das Nucleohiston wire nach Lilienfeld als Ganzes vielleicht 
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als ein saures Salz aufzufassen, weil es mit Natrium und 
Barium Verbindungen einging, die aber nicht naher analysiert 
wurden. Lilienfeld hat seine Ansichten in einem Schema 
formuliert, das wohl in alle Lehrbiicher iibergegangen ist und 
fast allgemeine Anerkennung gefunden hat. Er stellte sich 
vor, daB das Nucleohiston mit einem Teile des KiweiBes locke; 
verbunden sei, daB also bei der Extraktion mit verdiinnte; 
Salzsiiure das Histon in Lésung ging und ein Ko6rper zuriick. 
bliebe, das ,,Leukonuclein“, das noch KiweiB in festerer Bindung 
enthielte. 


Nucleohiston 


~~ 


ae 
Pat 
Histon Leukonuelein 


EiweiB Nucleinsiure 


Dieses Schema blieb lange Zeit der prignante Ausdruck 
unserer Kenntnisse tiber die Nucleinsubstanzen und die Forscher 
haben sich bemiht dem Nucleohiston ihnliche Ké6rper auch 
aus anderen Organen wie der Thymusdriise zu isolieren. Da 
der Kernreichtum der iibrigen tierischen Organe aber bei 
weitem nicht so groB ist wie der der Thymusdriise, so waren 
die Ausbeute an ,,Nucleinen“ oder an Nucleoproteiden, wie 
diese Kérper auch genannt worden sind, nicht sehr gro und 
so genaue Untersuchungen wie an den Kérpern der ‘Thymus 
driise sind nur héchst selten vorgenommen. Am eingehendsten 
sind die Nucleinstoffe auBer in der Thymusdriise in der Pankreas- 
driise untersucht. Zieht man fein zerkleinerte Pankreasdriisen 
vom Rinde oder Schweine mit kaltem Wasser aus, so erhilt 
man auf Zusatz von wenig Hssigsiure im Auszuge eine Fillung, 
die sich wie ein Nucleoproteid («-Nucleoproteid) verhilt. 
Hammarsten®), der diese Verhiltnisse zuerst untersucht hat. 
konnte aber durch Behandlung mit siedendem Wasser einen 
Teil der KiweiBkomponente zur Koagulation bringen und s0 
einen anderen phosphorirmeren Kérper erhalten, der gleichfalls 
noch die Kigenschaften eines ,Nucleins* hatte und aus der 
Driise auch direkt durch Extraktion mit heiBem Wasser ge- 
wonnen werden konnte(@-Nucleoproteid). Umber?) und Bang” 
haben die Substanzen niher untersucht, der letztere hat als 
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| oinen Nucleinsiureanteil des Pankreasproteids die schon von 
Hammarsten aufgefundene Guanylsiure niher beschrieben, 
deren genauerer Aufbau spiaiter von H. Steudel und 
|p. A. Levene?!) aufgeklirt worden ist. Trocknete man nun 
die Pankreasdriise vor der Extraktion mit Wasser erst mit 
Alkohol und Ather, so kam man gleichfalls zu Nucleoproteiden, 
die nicht ganz mit den friiher beschriebenen iibereinstimmten. 
' Die Methode der Extraktion wurde gelegentlich auch in der 
' Weise verandert, daB man die Organe nicht mit Wasser aus- 
' ;og, sondern mit schwachen Laugen wie z. B. Natriumcarbonat 
_ oder Ammoniak. Auch in diesem Falle erhielt man Nucleo- 
_ proteide, wenn man die Extrakte mit verdiinnter Essigsiure 
' versetzte. So gibt es wohl kein Organ des Tierkérpers, das 
- man nicht auf seinen Nucleoproteidgehalt hin untersucht hitte. 
| Die Lymphdriisen, die Milz, die Nebennieren, das Knochen- 
mark, die Thyreoidea, die Leber, die Submaxillarisdriisen, die 
Milchdriise, die Muskeln, das Gehirn, das elastische Gewebe, 
das Blutserum sind auf Nucleoproteide untersucht, ja selbst 
| Organe niederer Tierer, z. B. das Hepatopankreas des Octopus 
-und Bakterien sind in den Kreis der Untersuchungen gezogen 
' worden. Unser Wissen iiber diese Substanzen ist also schein- 
1 bar sehr umfangreich und der Fernerstehende kénnte den Kin- 
' druck erhalten, als waren die chemischen Verhiltnisse der 
 Nucleinstoffe nun auch fest begriindet. Sucht man aber einen 
7 genaueren Hinblick zu gewinnen, so findet man bald, daB die 
‘ meisten der als Nucleoproteide beschriebenen Stoffe nur recht 
'uangelhaft untersucht worden sind. AuBer den Fallungs- 
' verhiltnissen, Léslichkeit in verdiinnten Alkalien und Fallbar- 
 keit durch vorsichtigen Zusatz von Essigsiiure, einigen Elementar- 
) analysen und gelegentlicher Bestimmung der optischen Aktivi- 
tit hat man in den meisten Nucleoproteiden hichstens die 
Nucleinbasen quantitativ zu bestimmen versucht. Das Bild, 
'das man sich von dem spezielleren Bau der Nucleinproteide 
; daraus machen konnte, war denn auch nicht sehr genau. Man 
_lielt sie fiir Kérper, in denen analog dem Lilienfeldschen 
‘Schema das Kiwei® in einer nicht genauer definierten Weise 
; mit der Nucleinsiiure, bzw. mit der jeweiligen Nucleinsiure 


‘loppe-Seyler’s Zeitschrift f., physiol. Chemie, CXXXYV. 20 
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verbunden sein sollte. (Man hatte im Laufe der Zeit mehrere 
Vertreter der Nucleinsiuregruppe kennen gelernt.) Ein Aus. 
druck fiir diese Anschauungsweise ist die von Kossel!%) ejp. 
gefiihrte Bezeichnung ,,prosthetische Gruppe“, unter der & 
die verschiedenen Substanzen zusammenfaBte, die sich mit dey 
KiweiBkérpern (den Proteinen) zu gréBeren Molekilen (dey 
Proteiden) vereinigen konnten. In den Lehrbiichern findet 
man demgemi& als prosthetische Gruppen die Nucleinsiiurey, 
das Himatochromogen und Chondroitinschwefelsiure aufgefiihrt; 
und als entsprechende Proteide die Nucleoproteide, die Chromo. 
proteide und die Chondroproteide bzw. die Glykoproteide. 
Ein genaueres Studium der Nucleoproteide, und zwar 
ihres Hauptvertreters, des Nucleohistons. lieB aber Zweifel an 
der Richtigkeit dieser Anschauungen aufkommen. Bang" 
versuchte in einer Reihe von Arbeiten die Sachlage niiher aul. 
zukliren und kam schlieBlich zu dem Resultat, daB das von 
Lilienfeld aufgestellte Schema nicht zu Recht bestiinde. 
Durch eine Reihe komplizierter Fallungsverfahren glaubte e 
gefunden zu haben, daB das Nucleohiston nicht eine besonders 
geartete Verbindung von Nucleinsiure und Histon sei, sondern 
ein einfaches Salz, daB aber neben ihm noch ein anderes 
Nucleoproteid in dem Wasserextrakte der Thymusdriise vor- 
kame. Dies sollte sich aber durch seine Léslichkeit von dem 
schon von Lilienfeld beschriebenen Nucleoproteid unter- 
scheiden. Seine Ansichten iiber die Zusammenhinge der 
Kérper formulierte er in einem komplizierten Schema, das 
heute nur noch historischen Wert hat. Malengreau'), der 
die wiBrigen Thymusextrakte mit Hilfe von fraktionierte 
Fallungen mit Ammonsulfat untersuchte, kam zu dem Resultat, 
daB in ihnen Nucleohiston und nucleinsaures Histon vorkime, 
wahrend Huiskamp?), der CaCl, als Fallungsmittel fiir Nucleo- 
histon anwandte, meinte, daB neben Nucleoproteid, das mi 
Essigsiure fallbar sei und frei von Histon wire, noch das 
histonhaltige Nucleohiston im Wasserauszug der Thymusdriise 
nachzuweisen sei. Er stellte auch Untersuchungen an iiber 
die elektrische Uberfiihrbarkeit der Stoffe und kam dabei 


dem SchluB, da& das Nucleohiston kein Salz sei, da bei der 
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Klektrolyse das Nucleohistonnatrium in Nucleohiston und 
Natrium zerfiel und nicht etwa in Nucleinsiiure und Histon. 
‘Endlich sollten sich auch die Nucleoproteide der verschiedenen 
‘Autoren und die Nucleohistone unter sich unterscheiden, so 
'daB méglicherweise von jeder der Kérperklassen mehrere Ver- 
'treter in der Thymusdriise bzw. in ihren Kernen vorkommen 
sollten. Nimmt man alles zusammen, was bisher iiber die 
/ Nucleoproteide bekannt war, so konnte man ganz entschieden 
‘kein klares Bild von den Verhiiltnissen bekommen: soviel 
' Untersucher, ebensoviel Meinungen, die von jedem der Forscher 
| natiirlich mit Energie vertreten wurden. Hine Klarung 
konnte nicht auf die gewéhnliche Weise erreicht werden, so- 
lange nicht die einzelnen Komponenten naher bekannt waren. 
Mit diesem Ziele sind die Untersuchungen Steudels‘*) iiber 
den Bau der Thymonucleinsiure angestellt; auf Grund der 
von ihm erhaltenen Resultate, die eine ganz neue Formulierung 
der Thymonucleinsiure und einen klaren Kinblick in ihren 
Aufbau gestatteten, konnte nunmehr unternommen werden 
auch den schwierigen Fragen iiber das Wesen der Nucleo- 
proteide mit Aussicht auf einigen Erfolg naher zu _treten. 
Fir die Thymonucleinsiure war von Steudel ein festes Ver- 
hiltnis von Phosphor zu Stickstoff (4P:15N) auf Grund von 
uantitativen Bestimmungen der Spaltprodukte der Nuclein- 
siure festgelegt; ferner war auf diese Weise bekannt,. welche 
jund wie viel von den einzelnen Nucleinbasen im Molekiil der 
Nucleinsiiure vorhanden waren. Man konnte nunmehr also 
/genau bestimmen, wie viel vom Stickstoffgehalt der Nucleopro- 
 teide auf die Nucleinsiurekomponente entfallen mute, wenigstens 
in denjenigen Nucleinstoffen, in denen diese Komponente nur 
‘die Thymonucleinsiure war. Als erstes Untersuchungsobjekt 
war ein Nucleoprotamin!”) gewahlt: die reinen, mit Wasser, 
‘Alkohol und Ather extrahierten Kopfe der Heringsspermien. 
)Hier lieB sich nun in der Tat sowohl die Nucleinsiure quan- 
ltativ nach der Neumannschen Methode bestimmen; es lieb 
sich aber auch weiter nachweisen, daB als anderer stickstoff- 
haltiger Kérper in den Spermienképfen nur das Protamin der 
Heringsspermien in Betracht kam, das Clupein. Dies lie’ 
20* 
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sich leicht durch quantitative Bestimmung!*) des charakte. 
ristischen Spaltungsproduktes des Clupeins, des Arginins, be. 
weisen, dessen Menge im Clupein von Kossel sehr gena 
bestimmt worden war. Es blieb bei der quantitativen Be. 
stimmung der einzelnen Stiicke ein geringes Defizit, das friihe, 
Miescher zu der Annahme gefiihrt hatte, es wire in dey 
Kernen noch in geringer Menge ein anderer Kérper, das «. 
genannte Karyogen, enthalten. Das dies nicht der Fall way 
lieB sich in der Weise wahrscheinlich machen, daB man" 
nun kiinstlich aus den berechneten Mengen von nucleinsauren 
Natrium und Clupeinsulfat ein Salz, nucleinsaures Clupein, 
erzeugte und dieses quantitativ analysierte. Auch _hierbe 
wurde das gleiche Defizit gefunden wie bei der Analyse de 
natiirlichen Produktes, so daB damit die Sachlage hinreicheni 
geklirt ist. Die mit Wasser, Alkohol und Ather erschépfter 
K6épfe der Heringsspermien bestehen aus einem Salz de 
Nucleinsiure mit dem Protamin. Es entsprach dieser Betund 
durchaus den alten Anschauungen Mieschers, die damal 
aber nur mit unvollkommenen Methoden und mit ungeniigender 
Kenntnis der Nucleinséure gewonnen worden waren. Fiir das 
Karyogen blieb kein rechter Raum mehr iibrig. Da sich 
dieses Vorgehen also beim Nucleoclupein bewahrt hatte, wurde 
die Untersuchung nunmehr auf das Nucleohiston ausgedehut. 
Hier konnte zunichst festgestellt?°) werden, daB man _nac¢l 
der Lilienfeldschen Vorschrift in der Tat zu dem von ibm 
beschriebenen Koérper, dem Nucleohiston, kommen konnte, wen 
man sich sehr genau an seine Vorschriften hielt. Der Kérpe 
konnte aber trotzdem nicht als ,chemisches Individuum“ av- 
gesehen werden, denn schon ganz geringe, harmlose Eingrift 
wihrend der Darstellung (z. B. Extraktion des Wasserauszuges 
der Thymusdriise mit Ather) veriinderten die elementare Zi 
sammensetzung des Nucleohistons deutlich, Um tiber dieset 
Kérper nun ins Reine zu kommen, wurde ebenfalls die Meng: 
der Thymonucleinsiure in ihm quantitativ bestimmt. Hs ergal 
sich, daB simtlicher Phosphor in der Substanz als Nuclei: 
siurephosphor enthalten war. Schwieriger gestaltete sich de 
Bestimmung des KiweiBanteils. Da der Gehalt des Histons an 
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Arginin von Kossel und Kutscher?}) in ihrer bekannten Arbeit 
iber die Zusammensetzung der Kiweibkérper genau bestimmt 
war, so lieB sich auch hier durch Bestimmung des Arginins nach 
jer Siurehydrolyse berechnen, wie viel Histon im Nucleohiston 
vorhanden sein mute. Die erhaltenen Zahlen ergaben??) nun, 
dab stets weniger Arginin gefunden wurde, als der berechneten 
‘Menge entsprach, die verlangt wurde, wenn simtliches Kiweib 
©.ls Histon im Nucleohiston vorhanden sein sollte. Es muBte 
I also auBer Histon noch ein anderer Hiwei®kérper mit ge- 
iringerem Arginingehalt im Nucleohiston vorhanden sein. Von 
dieser Seite aus war also dem Ziel nur sehr schwer niher zu 
kommen, da der neben dem Histon vorhandene Eiwei8kérper 
‘uur in geringen und wechselnden Mengen jedesmal zu finden 
war: eine praparative Darstellung dieses K6rpers hitte also 
viel Material gefordert, ohne da’ man damit viel erreicht hatte. 
Es wurde nunmehr ein anderer und einfacherer Weg gewihlt, 
um tiber die Verhiltnisse nihere Auskunft zu bekommen. In 
analoger Weise wie bei den Heringsspermien (dem Nucleo- 
clupein) wurde auch hier durch Zusammenbringen berechneter 
Mengen von nucleinsaurem Natrium und Histonsulfat ein 
Niederschlag erzeugt, der nun der Analyse unterworfen wurde. 
Er zeigte zuniichst das gleiche Verhiltnis von Phosphor zu 
Stickstoff wie das natiirliche Nucleohiston; er verhielt sich aber 
auch bei der Extraktion mit Salzsiure, und das ist hier das 
Entscheidende, ganz wie das ,,Nucleohiston“ Lilienfelds. Ein 
‘Teil des Histons lieB sich leicht extrahieren, wihrend ein 
anderer Teil scheinbar fester gebunden zuriickblieb. Da aber 
nach der Darstellungsmethode des Kérpers genau bekannt war, 
dab es ein Salz war, so konnte nunmehr das alte Lilien- 
Meldsche Schema nicht mehr aufrecht erhalten werden. Es war 
seiner Hauptstiitze beraubt, denn das Schema war seinerzeit 
aufgestellt, um den Unterschied des locker und des fester ge- 
undenen KiweiBes im Nucleohiston zu demonstrieren. Nun- 
mehr war es klar, daB das Nucleohiston, wie schon Bang zu 
eweisen versucht hatte, ein Salz der Nucleinséiure mit dem 
Histon war; es lie8 sich nunmehr auch leicht iibersehen, warum 
ie friiheren Forscher so verschiedene Praparate erhalten hatten, 
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die zur Aufstellung der verschiedenen komplizierten Theoriey 
AnlaB gegeben hatten. Bei der Ausfallung des Nucleohiston; 
aus dem Wasserextrakte der Thymusdriise schlagt die Nuclein. 
siure eine Reihe basischer KiweiBkérper in wechselnden Mengey 
mit nieder und die Zusammensetzung dieser Niederschlige und 
der in ihnen enthaltenen Kiwei8kérper ist in hohem Mage vo 
dem Grade enzymatischer Vorgiinge in dem Wasserextrakte 
bedingt. Denn in wiBrigen Organextrakten beginnen sehr bald 
eine Reihe enzymatischer Prozesse, und gerade bei der Thymus. 
driise sind diese autolytischen Vorginge in den letzten Jahren 
von verschiedenen Forschern untersucht worden. Zu der Zeit, 
als Lilienfeld seine Untersuchungen anstellte, waren diese 
Verhiltnisse noch nicht so genau bekannt, so daB er mit dei 
K6rpern des Wasserauszuges der Thymusdriise noch wie mit 
konstanten GréBen rechnen konnte. Das alte von ihm aut. 
gestellte Schema mute nun natiirlich geiindert werden; es ist 
dafiir, soweit man iiberhaupt bei Salzen die Aufstellung solcher 
Schemata nétig hat, das folgende von H. Steudel vorgeschlagen 


worden: 
Nucleohiston 


Nucleinsiure KiweiB (Histon). 


War somit die Frage nach der Bindung des Histons im 
Nucleohiston im Sinne einer Salzbindung von Séure und Base 
entschieden, so entstand nunmehr die Frage nach dem Wese1 
der ,Nucleine“, die bisher als erste Spaltungsprodukte der 
Nucleohistons bzw. der Nucleoproteide aufgefaBt worden waren. 
Auch diese Frage konnte auf Grund unserer neuen Kenntniss 
iiber den Bau und das Verhalten der Thymonucleinsiure leicht 
entschieden werden. Die Methode, durch Pepsinverdauung 
eines Nucleoproteids zu einem Nuclein zu kommen, kann nach 
Nakagawa?) nicht als brauchbar angesehen werden, denn ¢ 
werden dabei sofort aus der Nucleinsiure Nucleinbasen ab- 
gespalten und es besteht die Wahrscheinlichkeit, daf die 
friiheren Untersucher als Nucleine iiberhaupt niemals Praparate 
mit unzersetzter Nucleinséure in Hiinden gehabt haben. Man 
hatte sich frither meist damit begniigt, den Phosphorgehalt der 
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Nucleine zu bestimmen. Dieser kann aber nicht nur durch 
Abspaltung von Kiwei8 aus den Nucleoproteiden héher werden, 
sondern auch durch Verlust von Nucleinbasen seitens der 
\ucleinsiture. Auch diese Verhiltnisse hat man erst mit 
der genaueren Kenntnis der Nucleinsiure besser iibersehen 
gelernt. 

- Auch unsere Kenntnisse iiber die Nucleoproteide des 
Pankreas haben sich auf Grund der Untersuchungen der 
Thymonucleinsiure wesentlich erweitert. Hier konnte fest- 
gestellt werden, daB die von Hammarsten und Bang ge- 
fundene Guanylsiure nicht als solche im Proteid vorhanden 
war, sondern in einer komplizierteren Verbindung, als eine so- 
genannte gekoppelte Nucleinsiure*4), indem sie sich niamlich 
mit einer Thymonucleinsiure entweder im Verhiltnis 1 : 1 
oder 2:1 verband zu einer Guanylnucleinsiure. Im iibrigen 
liegen die Verhiltnisse in dem Nucleoproteid aus Pankreas 
noch ziemlich ungeklirt, besonders was die KiweiBkomponente 
dieser Verbindung anbetrifft. Als gut bekannte basische HiweiB- 
kérper, die mit Nucleinsiuren zusammen ausgefallt werden, 
sind bisher nur die Protamine und die Histone zu betrachten; 
man hat sich zwar schon lange bemiiht, noch andere solche 
KiweiBstoffe zu isolieren, die wohl auch zweifellos vorhanden 
sind, aber man ist bisher nicht iiber die ersten Anliufe hinaus 
gekommen. Als solche gelten das von Nelson”) aus der 
Thymusdriise isolierte Thymamin, vielleicht auch das Histo- 
pepton Krasnosselskis**) und die von Felix’) beschriebenen 
KiweiBkorper. 

Unsere Kenntnisse bediirfen also zweifellos noch der 
Erweiterung, und ich habe es unternommen, zu versuchen, ob 
man nicht unter Zuhilfenahme der modernen Mikromethoden 
auch an kleimeren Mengen Ausgangsmaterials zu neuen und 
sicheren Resultaten kommen kénne. Als Untersuchungsobjekt 
habe ich mir die Rindermilz gewihlt; sie ist verhiltnismaBig 
wenig untersucht. Da sie aber leicht zu beschaffen ist und 
sie nicht Sitz solcher michtig wirkenden Fermente ist, wie 
die Pankreasdriise, so schien mir ihre Verarbeitung gewisse 
Vorteile zu bieten. Aus der Milz ist schon von P. A. Levene 
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und J. Mandel*’) ein Nucleoproteid dargestellt worden, da; 
von ihnen hydrolysiert und dessen Gehalt an Aminosauren und 
Basen dann bestimmt worden ist. Es wurden die Spaltungs. 
produkte gefunden, die man bei der Hydrolyse der EKiweif. 
kérper im allgemeinen findet; daneben lieBen sich die Spalt. 
stiicke der Nucleinsiure nachweisen. Zu einer besondere) 
SchluBfolgerung eigneten sich die Resultate wenig ebenso wie 
diejenigen von Wohlgemuth, der die Spaltstiicke des Leber. 
proteides untersucht hat. Die Nucleinsiure der Milz ist voy 
Levene”), von Jones*) und Rowntree untersucht worden: 
es sollte in der Milz eine Nucleinsiure vorkommen, die sich 
in ihrem Verhialtnis von P:N merklich von der Thymonuclein. 
siure unterschied; auBerdem sollte nach Jones, der die Nuclein- 
siure aus der Milz fiir identisch hielt mit der aus der Thymus. 
driise, noch in Analogie zur Pankreasdriise eine Guanylsiure 
vorhanden sein, die sich aber von der Guanylsiure aus Pankreas 
unterscheiden sollte. Durch die Arbeiten Steudels*) wurde 
festgestellt, daB sich aus der Rindermilz sowohl eine echte 
Nucleinsaiure (eine Thymonucleinsaéure) wie auch eine Guany!- 
sdiure erhalten lassen, die sich in nichts von den bekannten 
Sauren unterscheiden. Es wurde ferner wahrscheinlich gemacht. 
daB die beiden Substanzen vielleicht aneinander gebunden als 
sogenannte gekoppelte Nucleinsiure analog den Verhiltnissen 
in der Pankreasdriise (R. Feulgen und EK. Hammarsten™ 
vorkommen. 

Die bisherigen Untersucher hatten nun meist fiir die Dar- 
stellung des Proteids aus der Milz sich der urspriinglichen 
O. Hammarstenschen Methodik bedient, indem im Wasser- 
extrakte des Organs mit Essigsiure eine Fillung erzeugt 
wurde. Dieses Vorgehen war héchstens so erweitert worden, 
daB man die Driisen anstatt mit Wasser mit verdiinnter Lésung 
von Natriumcarbonat oder Ammoniak ausgezogen hatte und 
im iibrigen wie friiher verfahren war. Seitdem diese Unter- 
suchungen angestellt worden sind, ist nun mittlerweile durch 
die Versuche Feulgens*) im hiesigen Laboratorium bekannt 
geworden, daB die Guanylnucleinsiure gegen Alkaliwirkung 
AuBerst empfindlich ist, da8 die Bindung zwischen Guanylsaure 
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'und Thymonucleinsiure mit der gréBten Leichtigkeit geldst 
‘werden kann. Es kamen also Extraktionen mit alkalischen 
| Lésungsmitteln von vornherein nicht in Betracht, wenn man 
: sicher sein wollte, daB man Nucleoproteide bekam, die noch 
 unverinderte Guanylnucleinsiiure enthielten. 

Ich habe mich also eines Verfahrens bedient, das zuerst 
: yon Clarke und Schryver**) bei der Gewinnung von Nuclein- 
d siure aus Hefe angewandt worden ist. Durch Extraktion der 
i Trockenhefe mit 10°/, Kochsalzlésung konnten sie einen Auszug 
© erhalten, in dem durch Zusatz von Siure eine Fallung von 
* Nucleinsiiture erzeugt werden konnte. Von Steudel und 
: Takahata*) ist dieser Auszug dann auf das Vorkommen 
' cines der Nucleinsiure entsprechenden EiweiBkérpers unter- 
' sucht worden, ohne daf ein positives Resultat erreicht worden 
' wire. Die beiden Untersucher erwigen vielmehr die Méglich- 
_ keit, ob in der Hefe die Nucleinsiure nicht in freiem Zustande 
' vorkommen kénne. Es war nun von Interesse, wie sich tierische 
' Organe bei diesem Extraktionsverfahren verhalten wiirden. 


Es wurde nun zunichst aus Rindermilz nach dem von 


; mir’) angegebenen einfachen Verfahren ein Trockenpraparat 
' hergestellt und an kleineren Mengen Extraktionsversuche an- 
| gestellt. 


Versuch LI. 


10 g getrockneter Milz, die in Form eines feinen rot- 
braunen Pulvers aufbewahrt wurde, wurde mit 200 ccm 10°/,iger 
 Kochsalzlésung bei 60—80° 7 Stunden auf dem Wasserbade 

extrahiert, dann wurde vom Riickstand abzentrifugiert und der- 
 selbe noch einmal mit 400ccm 10 0/ ,iger Kochsalzlésung 7 Stunden 
bei 60° extrahiert. Es wurde wieder zentrifugiert und die 
beiden Extrakte vereint verarbeitet. Mit Salzsiure lieB sich 
in dem Auszuge kein Niederschlag erzeugen; es wurde also 
' ein Teil mit Kupfersulfat ausgefallt, ein anderer Teil mit 
' Calciumchlorid. Beide Niederschliige wurden mit Alkohol und 
Ather getrocknet und in ihnen das Verhiltnis von Phosphor 
zu Stickstoff bestimmt. LaBt sich aus diesem Verhaltnis auch 
kein endgiiltiger SchluB ziehen, so ist es doch geeignet fiir 
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eine vorliufige Orientierung. In dem Kupferniederschlag wurde 
gefunden: 


3,085 mg Substanz sattigen 1,6 cem n/70-Siure = 10,33°/, N 


(Kjeldahl). 
4,066 mg " ne 2,4 ccm ‘ = 10,30°/, N 
(Kjeldahl), 
4,034 mg ve liefern 13,35 mg Phosphormolybdat = 4,46°/, p 
(Lorenz). 
4,092 mg ” 15,03 mg ” == 15,03°) P 
(Lorenz). 


Es ergibt sich ein Verhaltnis von P: N = 1:2,3 im Durch. 
schnitt. Im Calciumchloridniederschlag wurden gefunden: 

4,09 mg Substanz sattigen 1,6 cem n/70-Siure = 7,81°/, N. 

4,17 mg - - 1,6 ecem 5 =: 7,90°/, N. 

4,07 mg ‘s liefern 77,25 mg Phosphormolybdat = 27,56"), P. 

In den Calciumchloridniederschlag sind also offensichtlich 
gréBere Mengen anorganischer Phosphate hineingeganger, 
wihrend die Zahlen des Kupferniederschlages an die Gegen- 
wart einer Nucleinsiiure-KiweiBverbindung denken lassen. Fir 
nucleinsaures Histon ist z B. P:N = 1:3,21 berechnet und 
auch von Steudel gefunden worden. 


Versuch II. 


Um sich iiber das Verhalten der Phosphorsiure im Extrakt 
naher zu orientieren, wurde noch einmal 20 g getrockneter Milz mit 
300 ccm 10°/, iger Kochsalzlésung bei 70° extrahiert, dann wurde 
vom Riickstand zentrifugiert und ein Extrakt(I)erhalten. Der Riick- 
stand wurde noch einmal in gleicher Weise behandelt: Extrakt I 
Beide Extrakte wurden auf 500 ccm aufgefiillt und analysiert 


Extrakt I: 


10 ecm Substanz siattigen 8,65 cem n/10-Siure, also sind in 500 ccm 
605,5 mg N enthalten. 

20 cem Substanz sittigen 7,8 cem n/2-NaOH, also sind in 500 ccm 
108,72 mg P enthalten (Neumann). Aus 400 cem des Extrakts konnten 
0,68 g Kupferniederschlag erhalten werden, in dem das Verhiiltnis 
P:N =1:8,1 war. 

3,91 mg Substanz sittigen 2,0 cem n/T0-Saure = 10,23°/, N. 

356mg _,, » 1,8 eem is = 10,11%, N. 

4,68 mg = liefern 10,56 mg Phosphormolybdat = 3,28"), 
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Extrakt IT: 


10 cem Substanz siittigen 4,9 cem n/10-Siure, also sind in 500 cem 
605, mg N enthalten. 
10cem Substanz sittigen 5,45 ecm n/2-NaQOH, also sind in 500 ecm 


105,96 mg P enthalten. 
Aus 400 cem Substanz wurden 0,4 g Kupfersalz erhalten mit einem 


Verhaltnis von P: N = 1: 2,8. 

4,34 mg Substanz sittigen 1,46 ccm n/50-Siure = 9,07°/, N. 

4,95 mg . - 1,60 ecm rn = 9,06°/, N. 

4,35 mg - liefern 9,65 mg Phosphormolybdat = 3,24°/, P. 

Da aus beiden Extrakten ein Kupferniederschlag von an- 
nihernd der gleichen Zusammensetzung, die auf eine Nuclein- 
siure-KiweiBverbindung hinwies, zu erhalten war, wurde nun- 
mehr eine etwas gréBere Menge davon zu erhalten versucht. 


Versuch IIL. 


100g Trockenmilz wurden mit 1500 ccm 10°/,iger Koch- 
salzlésung bei 70° 7 Stunden lang extrahiert, vom Riickstande 
abzentrifugiert, und derselbe noch einmal mit der gleichen 
Menge Kochsalzlésung extrahiert. Beide Extrakte wurden 
vereint, mit dem dreifachen Volumen Wasser verdiinnt und 
mit 10°/,iger Kupfersulfatlésung ausgefallt. Der Niederschlag 
wurde mit Alkohol und Ather getrocknet und wog dann 11 g. 
Kr gab starke Biuretreaktion, léste sich in verdiinnter Natron- 
lauge und fiel bei der Neutralisation mit verdiinnter Salzsiure 
wieder aus. Das Verhiltnis von P:N war in ihm gleich 
| : 2,535. 

5,26 mg Substanz sattigen 1,7 ccm n/50-Siiure = 9,04°/, N. 

3,44 mg e x 1,1 ecm - = 9,07, N. 

3,24 mg liefern 8,03 mg Phosphormolybdat = 3,59°/, P. 

3,80 mg a a 9,27 mg = =: $,54°/, P. 


Um die Natur dieses Kupferniederschlags weiter auf- 
zuklaren, wurden 9 g mit 150 ccm 5°/,iger Schwefelsiure 
16 Stunden lang gekocht. Die Hydrolysenfliissigkeit wurde 
heiB von einem geringen Riickstande abfiltriert, es wurde mit 
heigem Wasser nachgewaschen und das Filtrat nach dem KEr- 
kalten auf 200 ccm aufgefillt. Es enthielt 316,6 mg N. 


10 cem Substanz sattigen 11,3 cem n/10-Sdaure. 
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Ks wurde nun versucht, mit ammoniakalischer Silber. 
nitratlésung eine Fallung von Alloxurbasen zu erzielen; es fie| 
zunichst auch ein Niederschlag aus. Als dieser aber nach 
dem Krigerschen Verfahren aufgearbeitet wurde, erhielt man 
wohl eine Fallung in der Guaninfraktion; der Stickstoffgehalt 
des ausgefallenen Koérpers betrug aber nur 12,52°/). Auch 
nach der Umfallung aus der Lésung in Natronlauge mit Hssig. 
siure konnte kein anderes Produkt erhalten werden. Ebenso- 
wenig lieB sich aus dem Filtrat der Ammoniakfallung Adenin 
in Form von Adeninpikrat erhalten. 

Da bei der Extraktion des Milztrockenpulvers mit Koch- 
salzlésung immer ein erheblicher Riickstand blieb, haben wir 
in diesem Versuch ihn nach dem Vorgange von Feulgen zw 
Darstellung der Guanylnucleinsiure mit Pankreatin bei 4(’ 
mehrere Tage verdaut, die Reaktionsfliissigkeit filtriert und das 
Filtrat mit dem gleichen Volumen Alkohol gefallt. Die 
Fallung wurde abzentrifugiert, mit Alkohol und Ather getrocknet 
und analysiert. Sie gab keine Biuretreaktion. 

4,68 mg Substanz sittigen 1,7 cem n/50-Séiure = 10,17°/, N. 

3,00 mg is a 1,1 ccm - = 10,209, N. 

3,98 mg . liefern 20,30 mg Phosphormolybdat = 7,41°,, P 

Verhaltnis P: N = 1: 1,35. 

Berechnet fiir Guanylnucleinsiure (Feulgen): 1:1,81; (Hamar- 
sten): 1: 1,89. 

Die Menge reichte zu einer genaueren Untersuchung 
nicht aus. 

Das Filtrat von der Kupferfallung wurde bei niederer ‘T'empe- 
ratur eingedunstet; dann erhielt man noch einen zweiten Nieder- 
schlag, der abzentrifugiert und mit Alkohol und Ather getrocknet 
wurde. Er hatte eine ganz uncharakteristische Zusammenfassung. 

3,36 mg Substanz sittigen 0,25 cem n/50-Séiure = 2,08°/, N. 

3,85 mg e enthielt ungefihr 3,5°/, P. (Die Analyse war 
nicht ganz genau.) 


Das Filtrat von der zweiten Kupferfallung wurde mit 
Schwefelwasserstoff entkupfert und eingeengt. Es gab aber 
nur noch ganz schwache Biuretreaktion und wurde deshall 
nicht weiter untersucht. 
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Da die Menge des Ausgangsversuchs in diesem Falle 


ersichtlich zu klein gewesen war. wurde ein weiterer Versuch 


mit einer gréBeren Menge Milztrockenpulver angesetzt. 


Versuch IV. 

200 g'l'rockenmilz wurden, wie im vorstehenden beschrieben, 
wit Kochsalzlésung extrahiert und das Extrakt wie im dritten 
Versuch mit Kupferlésung ausgefillt. Die Fiallung lieferte 


_folgende Analysenzahlen: 


3,88 mg Substanz sittigen 1,15 cem n/50-Siiure = 8,29°/, N. 

4,17 ng je - 1,25 com rs = 8,29°/, N. 

4,57 ng ‘ liefern 17,24mg Phosphormolybdat = 5,48°/, P. 

Verhiltnis von P:N = 1: 1,5. 

10 g dieses Niederschlags wurden mit 125 ccm 5°/,iger 
Schwefelsiure 4 Stunden lang auf freier Flamme am Rickflub- 
kiihler gekocht. Das Filtrat von geringen ungelésten Substanzen 
wurde auf 200 ccm gebracht und enthielt dann 630 mg N. 

170 com wurden mit ammoniakalischer Silbernitratlésung 
ausgefallt, der Niederschlag in bekannter Weise weiter ver- 
arbeitet und in der Guaninfraktion ein Koérper erhalten, der 
37,5°/, N enthielt. 

2,11 mg Substanz sittigen 2,83 cem n/50-Siure = 37,47°/, N. 

2,07 mg : m 2,78 cem ” = 37,609, N. 


Auch nach dem Umfallen aus alkalischer Lisung mit 


' Kssigsiure konnte der fiir Guanin verlangte Wert (46,36°/, N) 
' uicht erreicht werden. ; 


2,35 mg Substanz siittigen 3,14 cem n/50-Séure = 37,41°/, N. 


Ks stellte sich heraus, daB der Kérper noch phosphor- 


a haltig war. 


1,77 mg Substanz liefern 1,18 mg Phosphormolybdat = 0,97°/, Pp. 


Das Filtrat vom Guanin wurde noch einmal wieder mit 


- ammoniakalischer Silbernitratlésung umgefillt, mit Salzséure 


zersetzt und die Guaninfallung wiederholt. Nunmehr fielen 
noch etwa 0,1 g aus, die auch nicht den fiir Guanin verlangten 


| Wert nach dem Umfallen aus alkalischer Lisung mit Kssig- 


 siure zeigten. 
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1,8 mg Substanz siittigen 2,53 ecm n/50-Siure = 39,36°), N. 
182 mg ,, " 2,56 com ‘ = 39,38°/, N. 
Verlangt fiir Guanin: 46,36°/, N. 

Die Substanz enthielt gleichfalls noch Phosphor. 

2,08 mg Substanz liefern 1,12 mg Phosphormolybdat = 0,85°, p. 

Ks wurde versucht aus der Base ein schweifelsaures Nal; 
zu gewinnen, indem die Substanz in verdiinnter Schwefelsiiure 
gelést und die Lésung mit Alkohol versetzt wurde. Nach 
elnigen Tagen hatte sich eine Krystallisation von Nadeln aus. 
geschieden, die ganz nach Guaninsulfat aussahen. Sie wurden 
abgesaugt, mit Alkohol getrocknet und analysiert. 

2,12 mg Substanz sattigen 2,3 cem n/50-Siure = 30,94°/, N. 

2,00 mg ¥ . 2,2 ecm . = $0:80°/, N. 

Verlangt fiir Guaninsulfat: (C;H,N,O),H,SO, + 2H,O: 32,11°/, ¥, 

Da die erhaltenen Ausbeuten an Nucleinbasen nicht rei 
waren, so lohnte es auch nicht, Berechnungen iiber die ihnen 
zugrunde liegende Menge von Nucleinsiure anzustellen. Wir 
haben die Versuche vorlaufig auch in dieser Richtung nicht 
weiter fortgesetzt. Die Ausbeute an Nucleinsubstanzen er- 
schienen uns immer sehr klein. Wir haben also versucht, ob 


nach den bisher iiblichen Verfahren die Erfolge in bezug au! 


Menge und Reinheit besser sein wiirden. 


Versuch V. 


10 g Trockenmilz wurden mit 50 ccm Wasser ausgekocht. 
filtriert und das Filtrat mit 2 ccm Essigsiure und dem gleichen 
Volumen des Filtrats ausgefillt. Der Niederschlag wurde 
abzentrifugiert, mit Alkohol und Ather getrocknet und lieferte 
folgende Zahlen: 

3,73 mg Substanz siattigen 2,3 ccm n/70-Saure = 12,33°/, N. 

4,50 mg ™ ™ 2,75 cem - 12,22°/, N. 

4,03 mg » liefern 7,44 mg Phosphormolybdat = 2,6 

Verhiltnis von P: N = 1: 4,67. 


7 0 P, 


Da das Verhiltnis von Phosphor zu Stickstoff sich aul- 
fallend von dem unterschied, das H. Steudel in dem Nucleo- 
proteidniederschlage aus frischer Milz erhalten hatte, so wurde 
noch einmal eine gréBere Menge in gleicher Weise verarbeitet. 
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Versuch VI. 


200 g Trockenmilz wurden mit 1 Liter Wasser auf freier 
4 | Klamme ausgekocht, filtriert und das mit Essigsiiure angesiuerte 
 Kiltrat mit dem gleichen Volumen Alkohol gefillt. Der Nieder- 
' schlag wurde in wenig Natriumcarbonat gelist, filtriert und 
i das Filtrat wieder mit Essigsiure und Alkohol ausgefallt. In 
dem getrockneten Praparat wurden folgende Zahlen erhalten: 


3,05 mg Substanz sittigen 1,25 cem n/50-Siure = 11,30°/, N. 

3,84 mg - n 1,55 eem » = 11,30°/, N. 

3.02 mg 2 liefern 4,03 mg Phosphormolybdat = 1,76°/, P. 
i Hier ist das Verhiltnis P:N = 1:6,42 und entspricht 
"dem von H. Steudel gefundenen (1:6,3) Im Versuch V 
' scheint noch ein anderer Koérper mitgefallen zu sein. 


Versuch VIL. 


4 Ks wurde vergleichsweise auch 50 g Trockenmilzpulver 
nach Levene und Mandel verarbeitet (Extraktion der Trocken- 
f milz mit verdiinntem Natriumcarbonat und Fiillen des Filtrats 
: mit Kssigsiiure). Hier wurde in dem Praparat ein Verhiltnis 
"yon P:N =1:1,48 gefunden. 

2,58 mg Substanz siittigen 1,36 cem n/50-Siéiure = 14,76°/, N. 

3,08 me ‘i se 1,60 cem i = 14,54°/, N. 

4,71 mg P liefern 4,80 mg Phosphormolybdat = 1,48°/, P. 





: Die Versuche muBten hier aus duBeren Griinden ab- 
' gebrochen werden. Wir glauben aber nicht, daB eine weitere 


‘weiter kommen kénnen. Der scheinbare Vorteil, den die 
Mikroanalyse bietet, wird in unserem Falle dadurch wieder 
illusorisch, daB man die geringen Mengen von Substanz, um 
die es sich in den meisten Fallen handelt, nicht geniigend 
reinigen kann. Aber auch abgesehen davon zeigen die Ver- 
~ suche deutlich, da8 die Zusammensetzung der Niederschlige 
in hohem MaBe verinderlich ist. Friher hat ein lebhafter 
' Meinungsstreit iiber die Natur der einzelnen Nucleoproteide 
: und ihre Komponenten geherrscht; fast jeder, der Organe auf 
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ihren Proteidgehalt untersucht hat, ist zu anderen Resultate;, 
gekommen und das Kapitel der Nucleoproteide gehérte zu den 
umstrittensten der physiologischen Chemie. Erst  seitden 
H. Steudel die Nucleoprotamine und die Nucleinsiure-Kiweib- 
niederschlige aus der Thymusdriise, die friiher als Nucleo- 
histon beschrieben sind, systematisch auf ihre Zusammen- 
setzung untersucht hat und bewiesen hat, daB alle diese Nieder- 
schlige Salze von Nucleinsiure mit wechselnden Mengen yon 
KiweiBkérpern sind, ist ein Verstindnis fiir das scheinbar 
regellose und komplizierte Verhalten dieser K6rper méglich 
geworden. Auch unsere Resultate, die zunichst vollkommen 
unentwirrbar erscheinen, lassen sich leicht iibersehen, wenn 
wir uns vorstellen, daB wir in den von uns_ untersuchten 
Niederschligen solche Salze von Nucleinsiuren und Eiweib.- 
kérpern vor uns haben, Ihre Zusammensetzung ist von vielen 
Zufalligkeiten abhangig und wir glauben, daB auch die aus- 
einander gehenden Resultate friiherer Untersucher sich von 
diesem Gesichtspunkte aus gut miteinander vereinen lassen. 
Wichtiger als qualitative Fallungsreaktionen und Léslichkeits- 
verhiltnisse zu untersuchen, erscheint uns die genauere Ke- 
stimmung der in den einzelnen Niederschligen vorhandenen 
Nucleinsiuren und KiweiBkérper; aber dazu sind groBe Mengen 
Ausgangsmaterial notwendig. Die von mir versuchten Analysen 
der Nucleinsiurekomponente konnten ja auch nicht quantitatiy 
durchgefiihrt werden, weil die winzigen Mengen der Nucleii- 
basen bei den Reinigungsversuchen gréBtenteils unter den 
Hiinden verschwanden und die erhaltenen Produkte nach den 
Analysenergebnissen fast niemals ganz rein waren. 


Anhangsweise haben wir auch einen Versuch an T'rocken- 
pankreas ausgefiihrt. Hier sind die Verhiltnisse wesentlich 
besser untersucht wie in der Milz. Es wurden 200g Trocken- 
pankreas (nach der Acetonmethode getrocknet) nach E. Hammar- 
sten verarbeitet. Dabei wurde ein Produkt erhalten, das ein 
Verhiltnis von P:N = 1:3,22 hatte. 


2,96 mg Substanz siittigen 1,6 com n/50-Siure = 15,11°/, N. 
2,21 mg 7 pA 1,2 com - = 15,15°/, N. 
3,69 ing .: liefern 10,55 mg Phosphormolybdat = 4,69°,, I’. 
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q Das ist die Zusammensetzung eines normalen Proteids. 
- Die Substanz wurde weiter nach Hammarsten verarbeitet, 
- indem sie in sehr wenig Natronlauge gelést wurde und die 
" Losung mit Calciumchlorid ausgefillt wurde. Der Nieder- 
' schlag (2,8 g) wurde mit Alkohol und Ather getrocknet und 
FP analysiert. 


3,38 mg Substanz sattigen 1,8 cem n/50-Siure = 14,02°/, N 
2,71 mg ” liefern 13,72 mg Phosphormolybdat = 7,35°/, P 


a Das Verhaltnis von P:N entspricht durchaus den An- 

gaben Hammarstens, der fiir seine gekoppelte Nucleinsiure 
- P:N = 1:1,89 verlangt (gefunden P:N = 1:1,906). Wir 
haben dann versucht, in 2,5 g dieses Kérpers die Nuclein- 
hasen quantitativ zu bestimmen, aber die Resultate lassen 
sich leider nicht berechnen, weil auch hier die zum SchluB 
erhaltenen K6érper keine genau stimmenden Stickstoffwerte 
gaben. Wohl lieB sich Guaninsulfat und Adeninpikrat identi- 
fizieren, aber bei den vielen Reinigungsoperationen war die 
Menge an Substanz verschwindend klein geworden. 
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